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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 


XIII. Die Enzymverteilung im Schweinemagen 
als Funktion seines histologischen Aufbaus*). 
Von 
K. Linderstrem-Lang, Heinz Holter und A. Seeborg Ohlsen. 
Mit 21 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1934.) 


1. Ubersicht iiber Art und Verteilung 
der im Magen und dem obersten Duodenumstiick des Schweines 
vorkommenden Zellen. 


A. Einleitende Bemerkungen. 


Die Magen- und Duodenumpriparate, auf deren Untersuchung 
die folgende Beschreibung im wesentlichen beruht, waren zum 
Objekt eines eingehenden histologischen Studiums nicht besonders 
geeignet, und zwar deshalb, weil die ausgestanzten Schleimhautstiicke 
(vgl. Abhandl. [X) nicht in ganz frischem Zustand fixiert wurden, 
sondern einige Zeit (1 Tag bis mehrere Wochen) bei — 10 bis 
— 13° aufbewahrt worden waren, bevor sie verarbeitet wurden. 
Die vorliegende histologische Untersuchung bezweckt daher nicht, 
einen neuen Beitrag zur Histologie des Schweinemagens (und 
Duodenums) zu geben, sondern 

1. auf Grund friiherer Beschreibungen zu entscheiden, ob die 
erwihnte Behandlungsweise das Verhalten der Zellen bei der 
Fixierung und Fiarbung wesentlich verindert hatte; 

2. eine ausreichende Grundlage fir die Zihlung der wichtig- 
sten in den verschiedenen Gebieten und Schichten des Magens 
und Duodenums auftretenden Zellarten abzugeben. 

Zum ersten Punkt soll gleich hier bemerkt werden, daB die 
Furcht vor einer entscheidenden Veriinderung des Gewebes durch 
die Aufbewahrung bei — 10° sich als unbegriindet erwiesen hat. 
Die histologischen Bilder entsprechen genau denen, die friihere 
Bearbeiter bei Anwendung derselben Methodik erhalten haben, 





*) Die Belege zu den hier in Mitt. IX—XIII miitgeteilten Versuchen 
werden in aller Ausfiihrlichkeit mit den nétigen Einzelheiten in den Compt. 
rend. du Lab. Carlsberg veréffentlicht werden. 
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was die Sicherheit der mit Proben derselben Gewebe ausgefihrten 
Enzymbestimmungen wesentlich erhdht. 

Im folgenden soll zur Erleichterung des Verstindnisses der 
spiiteren histochemischen Uberlegungen eine kurze Ubersicht iiber 
den histologischen Aufbau der untersuchten Gewebe gegeben 
werden, wobei wir im iibrigen auf moderne zusammenfassende 
Monographien hinweisen, z. B. auf Cowdry®), Ellenberger’) und 
Zimmermann), Die spezielle histologische Literatur kann aus 
Platzriicksichten nicht besprochen werden. 


B. Methodik und Ergebnisse. 


Zur Untersuchung kamen zentral gelegene Stiicke der 3 typischen 
Regionen der Magenschleimhaut, Cardia (C), Fundus (F) und Pylorus (P), 
deren Grenzen halbschematisch auf der beiliegenden, einer Arbeit von 

















Fig.1. D Darm_ S Speiseréhre. 


Meulengracht und Seeborg Ohlsen“) entnommenen Fig. 1 angegeben 
sind. Auferdem wurden die proximalen Teile des Duodenums untersucht. 

Ausgestanzte Ringe der bei — 10° aufbewahrten Magenschleimhaut, 
deren Kernstiick zur Enzymbestimmung verwendet worden war, wurden in 
einer Mischung von 4 Teilen gesiittigter Sublimatlésung, 4 Teilen 96°/,igem 
Alkohol und 1 Teil 35°/,igem Formalin fixiert und in tiblicher Weise weiter- 
behandelt. Nach dem EinschlieBen in Paraffin wurden 10u-Schnitte parallel 
zur Schleimhautoberfliche hergestellt, und zwar durch die ganze Dicke der 
Schleimhaut von der Oberfliiche bis zur muskulésen Unterlage (muscularis 
mucosae). Diesen Serien wurden mit passenden Abstiinden Schnitte zur 
weiteren Verarbeitung entnommen. Die angewendete Firbemethode ist von 
Zimmermann) angegeben worden. Man fiirbt zuerst mit Hansen-Himat- 
oxylin und dann mit Mucikarmin und Aurantia. Hierbei erhielt man gleich- 
artige und vergleichbare Priparate. 

Cardia. In der typischen Cardiazone findet man im Ubersichtspriiparat 
zahlreiche Krypten, so daB die Oberfliiche recht gleichméBig gezackt er- 
scheint. Die Krypten sind ausgekleidet mit 20—40 u hohen, roten, gekérnten 
Epithelzellen. Die Kerne sind oval und basalstiindig. Die héchsten Zellen 
finden sich auf den Kimmen zwischen den Krypten, die Zellhéhe nimmt 
gegen den Boden der Krypten hin ab und ist in den Miindungsgiingen der 
Driisen, den ,,Sammelréhren“, fast halbiert. In Vertikalschnitten durch die 
Schleimhaut wird das Bild bis zu einer Tiefe von 700 u von diesen Zellen 
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beherrscht. Darunter treten die Cardiadriisen, verzweigte tubulire Driisen, 
auf. Die Einzelzellen dieser Driisen sind kubisch, fein gekérnt und haben 
runde, basalstiindige Kerne. In der Nihe der muscularis mucosae sind nur 
diese Zellen zu finden, doch kénnen einzelne Sammelréhren ungemein tief 
hinabreichen. Das interstitielle Gewebe ist in dieser Region sehr reich an 
Lymphocyten, die teils diffus im Gewebe verstreut, teils in Anhiufungen 
(noduli lymphatici) gesammelt sind. Die Schleimhaut ist in dieser Region 
am diinnsten — etwa 15004 — und die Driisenelemente sind sparsam ver- 
treten. Die Driisenzellen gleichen denen der Pylorusdriisen morphologisch 
und im Fiarbungsverhalten. 

Fundus. In dieser Region treten auf: Epithelzellen, die sich wie im 
Cardiateil verhalten, Deckzellen, Halshauptzellen und Hauptzellen. Die 
Driisen sind verzweigt und tubuliir und in der Nihe der Oberfliche nur 
durch spiirliche Streifen interstitiellen Gewebes (Bindegewebszellen und 
Fibrillen, glatte Muskelzellen und Kapillaren) voneinander geschieden. Nahe 
der muscularis mucosae werden diese Streifen zu dickeren Scheidewiinden 
(septa), die sich an ihrer breiten Basis mit jener vereinigen. Schon in den 
Miindungsgiingen der Driisen beginnen Deckzellen aufzutreten, um dann etwas 
unter der Oberfliiche (0,5 mm) das Maximum ihrer Hiufigkeit zu erreichen. 
Doch kommen Abweichungen von dieser typischen Verteilung vor (vgl. 
Fig. 2A). Die einzelne Deckzelle hat einen Durchmesser von etwa 15—20 u, 
ihr Kern ist oval und zentral gelagert, ihr Protoplasma fein gekérnt. Wo 
die Deckzellen dicht aneinander liegen, sind sie plump kubisch, wo sie 
zusammen mit Hauptzellen auftreten, birnenférmig. 

In der Zone ihres hiiufigsten Auftretens kommen die Deckzellen zu- 
sammen mit Halshauptzellen vor; diese werden deshalb so bezeichnet, weil 
sie sich nur im Driisenhals finden. Ihre Form ist die flacher Prismen, sie 
sind fein gekérnt und réter als die tieferliegenden Hauptzellen. Dies und 
der Umstand, daf diesen Zellen die grobe Granulation fehlt, die fiir viele 
der tieferen Drisenzellen charakteristisch ist, hat bewirkt, daB man sie als 
Ubergangsform zwischen Epithelzellen und den spezifischen Driisenzellen 
in eine Klasse fiir sich gestellt hat. 

Unter der Maximalzone treten die Deckzellen gemeinsam mit Haupt- 
zellen auf. Diese sind niedrige zylindrische Zellen mit runden, basalstiindigen 
Kernen. Ihr Protoplasma ist bliulich und hiufig von groben Granulationen 
erfiillt. Die Zelle sieht in dieser Phase kleiner und schiirfer konturiert aus. 
Das Protoplasma anderer Zellen ist mehr wolkig und die Zellen erscheinen 
dann gréBer. Man meint, da8 die erstere Phase die der Sekretion, die 
jetztere die der Regeneration ist. Je tiefer man in die Schleimhaut kommt, 
desto hiiufiger tritt die letztere Zellenform auf, und das Zellvolumen nimmt 
zu. Die ausgepriigtesten Vertreter findet man zwischen den septa in der 
Nihe der muscularis mucosae, wo sie auf unseren Bildern hiufig mit stark 
roter Farbe auftreten. In dieser tiefsten Schicht finden sich Deckzellen nur 
ganz vereinzelt. 

Pylorus. Die Driisenform ist nahezu tubulir. Die epitheliale Be- 
kleidung der Kiimme und Krypten gleicht der der beiden friiher beschrie- 
benen Regionen. Auch hier treten beim Ubergang von Sammelréhren zu 
Driisen zwischen Epithel- und Hauptzellen stehende Ubergangszellen auf. 

Die eigentliche Pylorushauptzelle ist nahezu pyramidenférmig mit 
schalenférmigem, basalstindigem Kern. Das Protoplasma der meisten Zellen 
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ist gelbrot, in einzelnen Fallen aber durch Mucikarmin rot gefirbt. Die 
K6rnung ist sehr fein, die fiir die Fundushauptzellen charakteristische grobe 
Granulation fehlt. 

Die Ubergangszellen zwischen Hauptzellen und Epithelzellen sind 
charakterisiert durch rétere Farbung (réter als die Hauptzellen) und durch 
eine deutliche Querteilung, bewirkt durch einen Protoplasmastrang (oder 
eine Scheidewand), der tangential zum Driisenlumen verliuft. Da sie 
leicht unterscheidbar sind, haben wir sie als eigene Type — Pylorus-Hals- 
hauptzellen — abgetrennt, aber wir betonen, daf wir sie deshalb nicht ohne 
weiteres als besondere Zellart angesehen wissen wollen. 

Das interstitielle Gewebe ist in der Pylorusregion etwas griber, be- 
sonders in der Niihe der Oberfliiche. Man findet einzelne Lymphocythaufen. 

Duodenum. Das Oberflichenepithel des Duodenums besteht aus 
zylindrischen Zellen und Becherzellen. Diese Elemente bekleiden auBer der 
Oberfliche des Darmes (Darmzotten — villi — und gréBere Krypten zwischen 
diesen) auch die iuBeren Driisenschliiuche, die sogenannten Lieberkiihn- 
schen Driisen. Die Becherzellen haben die Form bauchiger Kelche, ihr 
Kern ist basalstindig und ganz flach. Mdéglicherweise ist diese Zellform 
nur die letzte Stufe eines Entwicklungscyclus, dessen erste die schmale und 
leicht gekérnte Zylinderzelle bildet. 

Diese Oberflichenschicht ist durch eine muscularis-mucosae-Schicht 
von den alveolotubuliren Brunnerschen Driisen geschieden, die den Pylorus- 
driisen nahestehen. Die Brunnerdriisen erfiillen in unseren Priiparaten das 
ganze Gebiet zwischen muscularis mucosae und der eigentlichen muscularis 
des Darmes, die sogenannte submucosa. Die Miindungsgiinge dieser Driisen 
durchbrechen die muscularis mucosae und miinden in die Krypten. Die 
Zellen dieser Ginge sind niedrige Prismen. 

Die Brunnerdriisenzellen sind von etwas gréberer Struktur als die 
Pylorushauptzellen. Die Granula sind etwas gréBer und das Protoplasma- 
netz, das sich in beiden Zeliarten findet, ist grobmaschiger. Der Kern ist 
rund und basalstiindig. 

Das interstitielle Gewebe ist itiber der muscularis mucosae reich an 
Lymphocyten und Bindegewebszellen, unter dieser nur in diinnen Streifen 
vorhanden. 

In allen untersuchten Regionen finden sich zwischen die Driisenzellen 
eingelagert kleine dreieckige Zellen (chromaffine Zellen) mit Ausliufern zum 
Driisenlumen. Deren Protoplasma ist gelb und der Kern klein und rund. 
Diese Zellen treten am reichlichsten im Brunnerzellengebiet, am spirlichsten 
in der Cardiaregion auf. 


Aus dieser Ubersicht geht hervor, daB die verschiedenen 
Zellarten in den erwahnten Regionen des Schweinemagens und 
Duodenums in einer geschichteten Lagerung auftreten, die eine 
histochemische Untersuchung mit der friiher beschriebenen Methodik 
aussichtsreich erscheinen lie8. Das Vorkommen eines Deckzellen- 
maximums in der Nahe der Oberfliche der Fundusschleimhaut und 
von beinahe reinen Hauptzellen in deren Tiefe war der AnstoB dazu. 
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2. Die histochemische Problemstellung. 


Wir haben uns nun die Aufgabe gestellt, zwischen dem 
histologischen Aufbau der Schweinemagenschleimhaut und den in 
den friheren Abhandlungen gefundenen Enzym- und Siure- 
verteilungskurven [Abhandl. [X (Pepsin), X (Siure), XI (Peptidase), 
XII (Esterase)] einen quantitativen Zusammenhang aufzufinden. 
Wie aus den obenstehenden histologischen Bemerkungen hervor- 
geht, kommen vor allem folgende Zelltypen fiir uns in Betracht: 


A. Cardiaregion. 1. Oberflichen-Epithelzellen, 2. Driisenhaupt- 
zellen, 3. Kingelagerte Lymphocytknoten. 

B. Fundusregion. 1. Oberflichen-Epithelzellen, 2. Halshauptzellen, 
3. Hauptzellen, 4. Deckzellen. 

C. Pylorusregion. 1. Oberflichen-Kpithelzellen, 2. Halshauptzellen, 
3. Hauptzellen, 4. Eingelagerte Lymphocytknoten. 

D. Duodenumregion. 1. Oberfliichen-Epithelzellen; die Zellen der 
Lieberkiihnschen Driisen, naimlich 2. Becherzellen und 
3. Zylinderzellen, 4. Die Zellen der Brunnerschen Driisen, 
5. Eingelagerte Lymphocytknoten. 

AuBer diesen Zellen enthilt die Magenschleimhaut, wie oben erwihnt, 
eine Reihe von anderen Zelltypen, deren Definition jedoch so unsicher, oder 
deren Menge so gering ist, dab von ihnen abgesehen werden kann, wihrend 
wieder andere, die den Hauptbestandteil des die Driisenrohre umgebenden 
Gewebes bilden (glatte Muskel- und Bindegewebszellen, Zellelemente des 
Blutes und der Nerven), fiir uns infolge des Fehlens einer sekretorischen 
Funktion nicht in Betracht kommen. Mit Ausnahme einer gewissen Esterase- 
aktivitét haben wir jedenfalls bei unseren Versuchen (vgl. spiiter) kein An- 
zeichen fiir eine enzymatische Wirksamkeit dieser Zellarten gefunden, die 
mit der der sekretorischen Zellelemente vergleichbar wire. Die Proteinase- 
und Peptidaseaktivitit nihert sich stets Null in den Gebieten, wo die eigent- 
lichen Driisenzellen dem interstitiellen Gewebe Platz machen (muscularis 
mucosae). 

Unser Problem ist daher das, einen quantitativen Zusammen- 
hang zwischen der Verteilung der enzymatischen Aktivitit (und 
des Siuregehaltes, vgl. Abhandl. X) pro Substanzeinheit der Schleim- 
haut und der Verteilung der unter A., B., C. und D. genannten 
Zellentypen nach Anzahl oder Totalvolumen oder Total-Trocken- 
substanzgehalt pro Substanzeinheit der Schleimhaut herzustellen. 


Hinsichtlich der Literatur tiber dieses oder iihnliche Probleme miissen 
wir uns damit begniigen, ganz kurz auf zusammenfassende oder solche Ab- 
handlungen hinzuweisen, die fiir die enzymatische Histochemie einen be- 
sonderen Fortschritt bezeichnen. — Der fiir uns wichtigste Teil der ilteren 
Literatur iiber die Pepsin- und Salzsiurebildung in der Magenschleim- 
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haut schlieBt an Heidenhains") und Rollets*’) Arbeiten an, in welchen 
Haupt- und Deckzellen zum erstenmal beschrieben wurden. Heidenhains 
urspriingliche Annahme, daB8 die Pepsinbildung den Hauptzellen, die Salz- 
siurebildung den Deckzellen zuzuschreiben sei, stieB spiiter auf Widerstand, 
und die Mehrzahl der Abhandlungen jener Zeit bestand aus Beitriigen zur 
Diskussion iiber die sekretorische Rolle dieser Zellarten. Unter den An- 
hiingern von Heidenhains Annahme seien erwihnt Klemensiewicz”’), 
Ebstein und Griitzner®’), Partsch*), nach anfinglichem Widerstand 
Nussbaum**) und endlich Langley**y**.. Heidenhains Widersacher 
waren vor allem Friedinger'), Wittich®’), Wolffhigel®’) und Conte- 
jean‘). Die Diskussion drehte sich damals vor allem um den Umstand, 
da8 man in den Pylorushauptzellen, die morphologisch den Fundushaupt- 
zellen sehr fihneln, wenig oder kein Pepsin fand und darum meinte, daf 
auch die Fundushauptzellen keine Pepsinbildner sein kénnten. Mit der 
spiteren Anerkennung des Unterschiedes zwischen den Hauptzellen von 
Fundus und Pylorus [vgl. Lightstone) entfiel dieses Argument. 

Besonders interessant fiir uns sind unter den Arbeiten dieser Periode 
die wenigen Versuche, einen quantitativen Vergleich der Aktivitit ver- 
schiedener Schleimhautregionen anzustellen, sowie verschieden tief liegende 
Schichten der Schleimhaut getrennt zu untersuchen. Derartige Versuche 
wurden schon von Heidenhain selbst®’) unternommen, griindlicher aber 
von Ebstein und Griitzner®), zwar den Hilfsmitteln der damaligen Zeit 
entsprechend recht roh, aber doch mit dem Ergebnis, daB die Pepsin- 
aktivitit der Fundusschleimhaut, und da wieder besonders deren tiefer- 
liegende Schichten, die der iibrigen Teile des Magens weit iibertreffe. 

Erst Langleys ungewohnlich wohlfundierte Arbeiten brachten die 
erwihnte Diskussion zu einem vorliufigen AbschluB?**%)*), Er fiihrte die 
wichtigsten seiner Untersuchungen an Froschmagen aus, in denen Haupt- 
zellen und Deckzellen riiumlich getrennt auftreten, und fand die gréBte 
Pepsinaktivitéit in der Hauptzellenregion (Oesophagusdriisen). Die iiber- 
wiegende Teilnahme der Hauptzellen an der Pepsinsekretion wurde an 
Siugetiermagen bestitigt. Weiter kam er durch Untersuchung der Granu- 
lationsverhiltnisse der einzelnen Zellarten [vgl. auch **)] zu dem SchluB, 
daB der Pepsingehalt der Schleimhaut nicht nur mit der Anzahl von Fundus- 
hauptzellen, sondern auch mit deren Granulationsdichte parallel gehe. 
Er stellte auf Grund seiner Versuchsergebnisse quantitative Uberlegungen 
an, die in allem Wesentlichen auch spiiter Stich gehalten haben [vgl. z. B. 
Hamburger'’), Willstétter und Bamann*), Meulengracht und 
Schiedt*)] und beschiftigte sich auch mit der Frage nach dem Zustand, 
in dem das Pepsin in den Hauptzellen vorliegt, also der Existenz eines 
Propepsins. 

Nach Langleys Untersuchungen bearbeiteten nur noch wenige 
Autoren das Problem der Haupt- und Deckzellen. Die meisten dieser 
Arbeiten '* **: 36 48) miissen indessen als so schwach fundiert bezeichnet 
werden, daB es nahezu iiberfliissig sein wiirde, sie hier anzufiihren, wenn sie 





_  *) Diese Arbeiten sind uns zur Zeit der Abfassung unserer vorliufigen 
Ubersicht in den ,,Ergebnissen der Enzymforschung“ Bd. III S. 326 nicht 
bekannt gewesen, was wir sehr bedauern. 
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nicht in einer neueren zusammenfassenden Darstellung von F. Groebbels*) 
zur Begriindung einer Darstellungsweise gebraucht wiirden, die das Problem 
der Haupt- und Deckzellen als ungelést erscheinen li8t. Direkte enzymatische 
Experimente, die als Beitriige zu diesem Problem gelten kénnen, sind in 
neuerer Zeit unseres Wissens nur von Trinkler*’) und Frinkel'’) ver- 
éffentlicht worden. Doch wurden beide Arbeiten ausgefiihrt, um eine 
Pepsinbildung in den Deckzellen nachzuweisen, nicht aber, um die tiber- 
wiegende Pepsinaktivitét der Hauptzellen zu bestreiten. — Die modernsten 
Einwiinde gegen Heidenhains Auffassung'' 4%) stiitzen sich darauf, daB 
Unna und Wissig**) die Granula der Fundushauptzellen von Ratten als 
Granoplasma = ,,Zellalbumose“ = Cytose identifiziert haben. Dieses sei un- 
spezifisch fiir die Fundushauptzellen, kénne daher nicht der Triger des 
fiir die Fundusregion spezifischen Pepsins sein, und da es gleichwohl den 
Hauptteil des Protoplasmas der Hauptzellen darstellt, wird der Schlub 
gezogen, dab die Hauptzellen nicht die Pepsinbildner sein kénnen. Die 
Léslichkeitsmerkmale, die zur Identifizierung des Granoplasmas in den 
Hauptzellen gefiihrt haben [vgl. *%), Tab. 1] passen indessen sehr gut auf 
ein Globulin und da der aller Wahrscheinlichkeit nach natiirliche Trager 
des Pepsins — vgl. Northrop*’) — als solches angesehen werden muf 
[vgl. auch Martin), der dafiir den Namen ,,Gastroglobulin“ gepriigt hat], 
so diirfte diese ,,Schwierigkeit“ heute kaum noch bestehen. 

Was die experimentellen Beweise fiir die Salzsiiuresekretion der Deck- 
zellen betrifft, so ist hier vor allem auf eine Abhandlung von Fitz- 
gerald") hinzuweisen, wo die gesamte vor 1910 erschienene Literatur 
ausfihrlich besprochen wird. Alle diese Arbeiten [einschlieBlich 1)] laufen 
darauf hinaus, mit Hilfe von Farbreaktionen oder Niederschlagsbildungen 
saure Reaktion in den Zellen nachzuweisen, und die meisten leiden unter 
dem wesentlichen Mangel — der auch in der Diskussion der einzelnen 
Autoren wiederholt betont wird —, daB die Reagentien, um klare Mikro- 
skopbilder zu ergeben, in Mengen angewandt werden muBten, die schon 
an sich bei der bloBen Aufnahme in die Zellen deren Reaktion verindern 
konnten. Gleichwohl haben die meisten dieser Versuche [nach 1910 ist 
hier besonders eine Arbeit von Groebbels*) zu nennen} wahrscheinlich 
gemacht, daB die Deckzellen als Bildungsstitten der Salzsiiure anzusehen 
seien. In direktem Gegensatz dazu steht eigentlich nur Lopez-Suarez®*), 
der bei Behandlung von Schweinemagenschleimhaut mit Silbernitrat nach 
Macallum*) die stirkste Silberablagerung in den Fundushauptzellen 
fand und diesen Effekt mit dem Chloridgehalt dieser Zellen erklirte. 
Da ein eventuelles Reduktionsvermégen des Zelleninhaltes nicht als Fehler- 
quelle in Betracht gezogen wurde, kann man wohl annehmen, da8 darin 
die Erklirung des Effekts zu suchen sei. Sehen wir also von dieser 
letzten Arbeit ab, so ist an der Salzsiiurebildung nicht so sehr deren Ort, 
als vielmehr deren Mechanismus auch heute noch ritselhaft. Zusammen- 
fassende Behandlungen der letzteren Frage findet man bei Rosemann**) 
und Zimmermann™). Quantitative histochemische Untersuchungen fehlen 
unseres Wissens ganz. 

Beziiglich des Vorkommens von Pepsin in den nicht deckzellenhaltigen 
Regionen der Magenschleimhaut — Cardia, Pylorus, Duodenum — sei auBer 
der schon besprochenen ilteren Literatur tiber den Pepsingehalt der Pylorus- 
hauptzellen hingewiesen auf Arbeiten von Griitzner’), Glaessner?), 
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Ponomarew*’), Scheunert und Grimmer“) (Brunnersche Driisen im 
Duodenum); — Haane’’), Bengen und Haane’), Groebbels ['5) und 
zwar §. 606] (Pylorus und Cardia); — und als die neueste der hierher ge- 
hérigen Arbeiten Willstitter und Bamann**), Besonders iiber die 
Pepsinaktivitit der Cardiaregion ist man zu sehr widersprechenden Be- 
funden gekommen. 


Das Vorkommen der Peptidase in der Magenschleimhaut ist viel 
weniger untersucht worden als das des Pepsins. Die modernste Arbeit 
dariiber stammt von Willstitter und Bamann [*); dort auch eine Be- 
sprechung der lteren Literatur]. Fiir uns ist diese Arbeit auch deshalb 
besonders erwihnenswert, weil darin die Annahme ausgesprochen wird, 
daB die Peptidaseaktivitit der Schleimhaut (auch deren Kathepsinaktivitit, 
vgl. IX, S. 13) auf die ins Gewebe eingelagerten Leukocyten zuriick- 
zufiihren sei, eine Annahme, der wir, wie aus der vorliegenden Arbeit 
hervorgehen wird, nicht zu folgen vermégen. Die rein experimentellen 
Ergebnisse iiber die Peptidaseaktivitit der verschiedenen Schleimhautregionen 
stimmen recht gut mit unseren iiberein. — Besonders interessant fiir die 
physiologische Interpretation der Versuchsresultate ist die Frage, ob die 
Peptidase sezerniert wird. Fiir das Fundussekret fillt sie wegen dessen 
saurer Reaktion von vornherein weg; das Cardiasekret ist unseres Wissens 
nie,einwandfrei auf Peptidase untersucht worden. Als die neuesten Arbeiten 
iiber das Sekret von Pylorus und Duodenum, worin auch die dltere Literatur 
besprochen wird, seien angefiihrt Ivy und Oyama”), Takata‘), sowie 
Kestner, Willstaétter und Bamann”). Es herrscht Einigkeit dariiber, 
daB die Peptidase von der Pylorusschleimhaut nicht sezerniert wird und 
da8B eine eventuell gefundene Peptidaseaktivitiit des Sekretes durch dessen 
Leukocytengehalt verursacht sei. Im Duodenum dagegen nimmt man eine 
Peptidasesekretion als selbstverstindlich an [*), S. 188; vgl. iiber die 
Peptidaseaktivitét des Duodenums aus der iilteren Literatur®®'‘)}], Unsere 
Versuche liefern keinen direkten Beitrag zu diesem Problem, doch méchten 
wir darauf hinweisen, daB sie nichts ergeben haben, was gegen die hier 
zitierten Anschauungen spriiche. 


Beziiglich der Esteraseaktivitit ist vor allem auf eine Abhandlung 
von Willstitter und Memmen hinzuweisen [°°); und zwar S. 251, Tabelle 1), 
wo nicht nur die verschiedenen Regionen der Schweinemagenschleimhaut 
getrennt untersucht worden sind, sondern auch Ansiitze zur Untersuchung 
einzelner Gewebsbestandteile sich vorfinden, indem die Epithelschicht in 
einem Falle von der Schleimhaut geschabt und gesondert verarbeitet wurde. 
Ihre Aktivitit wurde ungemein hoch gefunden, was wir bestiitigen kénnen 
(Abhandl. XII). Ahnliche Untersuchungen sind friiher von Bengen und 
Haane?”) sowie Bénech und Guyot’) ausgefiihrt worden, wenngleich mit 
etwas abweichenden Ergebnissen, vermutlich infolge der veralteten Metho- 
dik. — Die Lipaseaktivitait hat iibrigens fiir Hypothesen iiber eine direkte 
Fettresorption durch das Epithel eine Rolle gespielt [vgl. Groebbels "), 
S. 609 und Inouye”’)}; auch zur Lésung dieses Problemes kénnen unsere 
Versuchsergebnisse nicht direkt beitragen. 


Das zuerst sich darbietende Verfahren zur Herstellung eines 
Zusammenhanges zwischen Enzym- und Zellverteilung ist das, 
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da8 man den Enzymgehalt*) der untersuchten Gewebeproben mit 
der Anzahl von Zellen eines bestimmten Typus vergleicht, die 
in denselben Proben vorkommen. Zeigt sich hierbei Proportio- 
nalitat, so ist damit eine Grundlage dafiir geschaffen, die ge- 
fundene Enzymaktivitét diesen Zellen zuzuschreiben. Hierbei 
wird natiirlich vorausgesetzt, da in den betreffenden Gewebe- 
proben nicht andere Zelltypen vorhanden sind, deren Anzahl 
ebenfalls proportional mit dem Enzymgehalt variiert. 

Finden wir dagegen keine Proportionalitiit, so kann dies 
entweder darin begriindet sein, 1. daB die betrachteten Zellen 
nichts mit der beobachteten Enzymaktivitit zu tun haben; oder 
aber darin, daf diese zwar den Zellen entstammt, da aber 
2. verschiedenen Zustiinden der Zellen — z. B. wihrend eines 
Sekretionszyklus — verschiedene enzymatische Aktivititen ent- 
sprechen, oder 3. daB der Enzymgehalt der Zellen selbst gering 
ist und der Hauptteil der gefundenen enzymatischen Aktivitiit 
den Sekreten, die die Drisenréhren erfillen, zuzu- 
schreiben ist. 

Was Fall 2. betrifft, so muB vor allem die Méglichkeit er- 
wogen werden, da die Zellen in ihrem Sekretionszyklus wenige, 
mikroskopisch leicht unterscheidbare Phasen durchlaufen (Ande- 
rungen der Farbbarkeit, der Granulation, der Lage des Kernes), 
so daB die Anzahl der in einem bestimmten Zustand 
befindlichen Zellen einigermaBen genau mit der Enzym- 
aktivitiit verglichen werden kann. Ist dies nicht der Fall, so hat 
man noch den Ausweg, mit Hilfe von zwei anderen MaBen fiir 
die Zellenmenge: dem Gesamtvolumen oder dem gesamten Trocken- 
substanzgewicht, Proportionalitaét aufzuspiiren — wobei man etwa 
annehmen kénnte, da groBe Zellen aktiver seien als kleine, 
oder da8 umgekehrt komprimierte, mit Granulationen gefiillte Zellen 
von hohem ‘Trockensubstanzgehalt besonders enzymreich seien. 
Leider sind diese Mae der Beobachtung schwer zugiinglich, 
das Volumen, weil die Identifizierung einer bestimmten Zellart 
genau nur in fixierten, paraffinierten und gefairbten Gewebe- 
schnitten ausgefiihrt werden kann, wo eine unkontrollierbare Kon- 
traktion der Zellen stattgefunden hat, das Trockensubstanzgewicht, 
weil das Gewicht der Schnitte sehr gering ist und auBerdem die 
Parenchymzellen mit anderen Zellarten gemischt sind (vgl. S. 5). 





*) Uber die Bestimmung der Enzymmenge auf Grund der enzymatischen 
Aktivitiét vg]. IX und XI. 
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Beziiglich Fall 3. ist hervorzuheben, da8 das Volumen der 
Driisenréhren in den meisten Fallen gegeniiber dem Zellenvolumen 
klein ist, und daB man (vgl. Abhandl. IX, XI und XII) die enzy- 
matische Aktivitét méglichst unter Verhiltnissen untersucht hat, 
bei denen die Totalaktivierung eines eventuellen unwirksamen 
intrazelluliiren Enzyms (Proenzyms) einigermafSen gesichert sein 
sollte. Abgesehen davon miissen wir die Frage vorliiufig offen 
lassen. 

Wir méchten auch hier ausdriicklich darauf hinweisen, dab 
unsere Untersuchungen keine sichere Aufklirung dariiber geben 
kénnen, ob die von uns gefundenen Enzyme von der Schleimhaut 
sezerniert werden. Fiir uns treten sie nur als Gewebsbestandteile 
in Erscheinung, denen durch die Untersuchungsmethode die HKin- 
wirkung auf gewebsfremde Substrate erméglicht wird, und wir 
kénnen nicht entscheiden, ob sie zu Sekretionszwecken in den 
Zellen angehiiuft werden, oder ob ihre Funktion mit intrazellu- 
laren Prozessen im Zusammenhang steht. Im letzteren Falle 
wissen wir aus den friiher angefiihrten Griinden*!) nicht einmal, 
ob sie an abbauenden oder synthetischen Zellprozessen, oder gar 
beiden, beteiligt sind. 

Wir haben uns also darauf beschriinkt, einen Zusammenhang 
zwischen Zellzahl und Enzymmenge in méglichst gleichartigem 
Material aufzusuchen. Die histologisch gepriiften Magen stammten 
alle von kurz vor dem Tod gefiitterten Schweinen, ihr Inhalt 
war reichlich, die untersuchten Schleimhiiute im Stadium der 
vollen Sekretion. Wir haben damit die reizvolle Aufgabe einer 
Bestimmung der Variation des Enzymgehaltes mit dem physio- 
logischen Zustand des Magens und den dadurch bedingten histo- 
logischen Verinderungen (Langley) auf eine spitere Gelegenheit 
verschoben. 

Im folgenden wird zuniichst die zahlenmiBige Behandlung 
des histologischen Materials dargestellt. Sodann werden die Ver- 
hiltnisse der einzelnen Magenregionen besprochen und die Er- 
gebnisse der Untersuchung — hauptsichlich graphisch — wieder- 
gegeben. 


3. Die zahlenmaSige Behandlung des histologischen Materiales. 


Wie in Abhandl. IX beschrieben, wurde senkrecht auf die Ober- 
fliche der gefrorenen Magenschleimhaut ein kreisrunder Zylinder 
vom Durchmesser 2,5 mm und der Héhe der Schleimhautdicke 
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ausgestanzt. Dieser Zylinder wurde senkrecht zur Liingsachse in 
eine Serie von Gefrierschnitten zerlegt (1 x 25 uw, 2 X 25 un, 
1x 154, 2x15 py, 3 x 15 wy), je nach den Erfordernissen der 
Untersuchung, und diese Schnitte auf enzymatische Aktivitit oder 
Siuregehalt gepriift (die Versuchsresultate wurden in allen Fallen 
auf Schnitte von 1 x 25 oder 2 x 25 w umgerechnet). 


Da das ideale Verfahren zur histologischen Kontrolle, nim- 
lich die Entnahme der Kontrollschnitte aus demselben Zylinder 
zur Hixierung, Firbung und mikroskopischen Untersuchung, mit 
der uns zur Verfiigung stehenden Apparatur auf groBe Schwierig- 
keiten stieB (Uberfiihrung der klebrigen — und notwendigerweise 
héchstens 10 w dicken — Schnitte auf den Objekttriiger ohne 
Formverinderung u. a. m.), haben wir uns mit dem folgenden 
Kontrollverfahren begniigen miissen: 


Um das Loch herum, das der ausgestanzte Zylinder hinter- 
lassen hatte, wurde eine gréBere Scheibe ausgestanzt (Durch- 
messer 10 mm, Dicke gleich der der Schleimhaut), diese fixiert, 
in Paraffin eingeschmolzen, geschnitten und nach den in der 
Kinleitung beschriebenen Methoden gefirbt. In mehreren Fillen 
umfabte diese Scheibe die einander unmittelbar benachbarten 
Stanzlécher von mehreren enzymatischen Versuchen oder Siure- 
bestimmungen. Auber der Hauptreihe von parallel mit der 
Schleimhautoberfliche gefiihrten 10-u-Schnitten, die durch die 
ganze Dicke der Schleimhaut reichten, wurden auch einige wenige 
Schnitte am Rande der Scheibe normal zur Oberfliche angefertigt. 
Die Anwendung dieser Vertikalschnitte wird spiter besprochen 
werden. Die Genauigkeit eines Vergleiches der histologischen 
Untersuchung derartiger Paraffinschnittreihen mit den Resultaten 
der enzymatischen Versuche hingt von einer Reihe von Faktoren 
ab, die wir nun im AnschluB an die Erliuterung der Methoden 
besprechen wollen, mit denen wir das gewonnene histologische 
Material auszuniitzen versucht haben. 


A. Umrechnung der Dimensionen der Paraffinschnitte 
auf die Dimensionen der unbehandelten Gefrierschnitte. 


Beim Fixieren und Einschmelzen in Paraffin tritt eine Kontraktion 
des Gewebes ein, auf die naturgemif8 Riicksicht genommen werden mub. 
MiBt man an einem der oben genannten Vertikalschnitte durch die Schleim- 
haut den Abstand von der Schleimhautoberfliiche bis zur muscularis mucosae 
und dividiert damit den entsprechenden Abstand im frischen, gefrorenen 
Gewebe, so erhilt man einen linearen Umrechnungsfaktor F,. Das Ver- 
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hiltnis der Diameter der Stanzlécher des Gewebes in beiden Zustinden 
liefert einen zweiten, gleichartigen Faktor F,,. Es hat sich nun gezeigt, 
daB die beiden Faktoren — fiir die Kontraktion parallel und normal zur 
Schleimhautoberfliche — mit groBer Niiherung gleich groB sind. Das 
Mittel mehrerer Messungen ist: 


Fp = F, = 1,20. 


Ein 10-u-Paraffinschnitt mit der Fliche a entspricht also einem 
12 uw dicken Gefrierschnitt mit der Fliche a@- 1,44. Die Volumkontraktion 





ist also (1 xX 100 = 42°/,, wovon etwa 16°/, auf die Kontraktion 


2 
des Paraffins beim Erstarren entfallen. 


B. Das Prinzip der Zellzihlung. 


Da alle Ergebnisse unserer enzymatischen Versuche sich auf bekannte 
Volumina frischen Gewebes beziehen, so ist die GréBe, die wir nach den 
in der Einleitung wiedergegebenen Erwigungen durch die Zellziihlungen 
zu bestimmen haben, » = Anzahl von Zellen der verschiedenen Arten pro 
Volumeinheit frischen Gewebes. Diese Anzahl ergibt sich aus N, der Zell- 
anzahl pro Volumeinheit fixierten und paraffinierten Gewebes durch Di- 
vision mit dem Faktor (1,2)? = 1,73, Wir bestimmen also zuniichst N. 

Da die Dicke der Paraffinschnitte 10 u, der Durchmesser der Zellen 
10—15 uw, der der Zellkerne 2—7 wu ist, so gibt es theoretisch zwei prin- 
zipiell verschiedene Ziihlmethoden, nimlich 


1. Zihlung von Zellkernen, 
2. ro" , Zellumrissen. 


Die erste Methode ist weitaus vorzuziehen. Sie liefert im einfachsten 

Fall NV direkt aus der Gleichung 
T 

() Near, 
wobei 7 die Anzahl von Zellkernen im Areal A und 2 die Schnittdicke 
bezeichnet. Dies‘gilt jedoch nur unter den Voraussetzungen, 1. daB die Zellen 
ausreichend ungeordnet verteilt liegen (was wir durch Zihlung geniigend 
vieler Kerne stets erreichen kénnen), 2. dab die Zihlung die ganze Dicke 
des Schnittes umfaBt, besonders aber 3. da’ der Durchmesser der Kerne 
im Vergleich mit x klein ist. Trifft das letztere nicht zu, so ist Gl. (1) nur 
dann korrekt, wenn in die Zahl 7 alle Kernbruchstiicke (entstanden dadurch, 
daB die Kerne von den Schnittflichen getroffen wurden) nicht eingehen, 
die kleiner sind als ein halber Kern. Rechnet man alle Kernbruchstiicke 
mit, so erhilt man N aus der Gleichung 


¥ 


wo h die mittlere Héhe der Zellkerne bezeichnet. Da es viel leichter ist, 
alle Bruchstiicke mitzuzihlen, als die Gréfe der Bruchstiicke abzuschiitzen, 
so wird Gl. (2) die fiir uns allein in Betracht kommende sein. Sie erfordert 
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indessen eine Bestimmung der GréBe h. Uber die einer solehen Bestimmung 
anhaftenden Fehler vgl. Abschnitt 4 B. 

Die zweite Zihlmethode gibt fiir verschiedene Annahmen verschiedene 
Formeln zur Berechnung von m, die wir indessen, da wir sie nicht an- 
gewendet haben, hier iibergehen wollen. Der Hauptgrund fiir den Aus- 
schluB dieser Methode war die bei einigen Zellarten auftretende Schwierig- 
keit der Unterscheidung von Zellumrissen. 

Als Volumeinheit fiir die Zelldichte verwenden wir cmm - 10~*. 
Kirk *) hat vorgeschlagen, Kubikmillimeter als 4 zu bezeichnen; unsere 
Volumeinheit ist in dieser Terminologie Millilambda, md zu benennen. 


©. Charakter des Materials, Wahl der Zihlbezirke usw. 


Kine Vorbedingung dafiir, daB die histologische Untersuchung 
der Paraffinschnitte mit den enzymatischen Versuchen in quanti- 
tativen Zusammenhang gebracht werden kann, ist die, daB die Zell- 
dichte und die Verteilung der verschiedenen Zellarten in der einem 
bestimmten Paraffinschnitt entsprechenden Tiefe nicht parallel mit 
der Oberfliiche variiert, da man sonst keine sicheren Aufschliisse tiber 
die Anzahl von Zellen im gleichen Niveau des enzymatisch unter- 
suchten Zylinders erhalten kann, wenn man neben dessen Stanz- 
loch (oder darum herum) Zellzihlungen vornimmt. Wihrend diese 
Bedingung mit groSer Anniherung in den meisten unserer Fundus- 
schnitte erfillt ist, gilt dies nicht fiir Cardia, Pylorus und Duo- 
denum, wo die mit Epithelzellen (bei Duodenum Becher- und 
Zylinderzellen) bekleideten Krypten sich in unregelmifiger Weise 
bis in Tiefen erstrecken, in denen sonst andere Zellarten vor- 
herrschen. Die Driisenréhren liegen auBerdem in gewissen Tiefen 
recht lang auseinander und sind durch groBe Mengen interstitiellen 
Gewebes voneinander getrennt, in welchem sich unregelmiiBig ver- 
teilte Lymphocyteneinlagerungen vorfinden. Es ist daher oft 
schwierig, von der Zusammensetzung des Gewebes in der Nihe 
des Stanzloches auf die Zusammensetzung des Gefrierschnittzylinders 
in derselben Tiefe zu schlieBen. Die Cardiaregion, die wir auch 
enzymatisch nicht genauer untersucht haben, ist tiberhaupt zu 
ungleichmaBig gebaut, als das wir einigermafen verliiBliche Zih- 
lungen hitten ausfiihren kénnen. Bei Pylorus und Duodenum 
haben wir uns indessen auf folgende Weise ein quantitatives MaB 
fiir die Zellverteilung in den Gefrierschnitten verschaffen kénnen: 


Der Umkreis des Stanzloches des Gefrierschnittzylinders, dessen 
Zellverteilung zu untersuchen war, wurde in der ganzen Paraffinschnitt- 
serie von der Schleimhautoberfliiche bis zur muscularis mucosae genau 
mikroskopisch untersucht [Okular 2, Objektiv A 15 mm (Zeiss), Tubuslinge 
13,9 em, Durchmesser des Gesichtsfeldes 2,25 mm]. Sodann wurde in un- 
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mittelbarer Nahe des Stanzloches ein Vergleichsbezirk in der GréBe des 
Gesichtsfeldes gewihlt, dessen Umgebung mit der des Stanzloches soweit 
als méglich iibereinstimmte. Das Stanzloch fiillt das Gesichtsfeld nahezu 
aus, da dessen Diameter 2,08 mm betrigt (2,5 mm — der Durchmesser im 
frischen Gewebe — dividiert durch den Umrechnungsfaktor 1,2, vgl. S. 12) 
gegeniiber 2,25, dem Durchmesser des Gesichtsfeldes. Mit Hilfe eines 
Zeichenprismas wurde nun dieser Bezirk in allen jenen Schnitten der Serie 
gezeichnet, wo er ungleichmiBige Zellenverteilung aufwies. Hierbei zog 
man die Grenzen zwischen histologisch homogenen oder nahezu homogenen 
Bezirken und bestimmte sodann mit Hilfe eines Planimeters deren relative 
GréBe im Verhiltnis zur GréBe des gesamten Bezirkes. Durch eine passende 
Anzahl zufillig verteilter — jedoch nicht 2mal auf dieselbe Stelle fallender — 
Zihlungen (vgl. unten) wurde sodann die Anzahl von Zellen innerhalb jedes 
homogenen Bezirkes bestimmt. [Okular 10 x, Objektiv D 4,2 mm, n. A. 0,65 
(Zeiss), Tubuslinge 13,9 em]. Der Durchmesser des durch den Zihlkreis 
des Okularmikrometers bestimmten Zihlbezirkes war 0,3 mm, es gehen also 
56,3 = (Sr) Ziihlbezirke in einen ganzen Vergleichsbezirk. 
] 

Durch Multiplikation des Mittels der Ziihlergebnisse mit dem Faktor 
56,3 y, wobei y das Verhiiltnis der GréBe des untersuchten homogenen Be- 
zirkes zum gesamten Vergleichsbezirk darstellt, erhilt man die gesamte An- 
zahl von Zellkernen im homogenen Bezirk, und durch Summation iiber den 
gesamten Vergleichsbezirk die Anzahl] ©; der in ihm liegenden Kerne der 
Zellen vom Typus ,,z“. 

Aus ©; kann n;, die Anzahl von Zellen yom Typus ¢ pro md frischen 
Gewebes berechnet werden durch Multiplikation mit dem Faktor 


3 
on ne 14.56-10~* oat [vgl. Gl. (2)]. 
+ 0,01 (1;2)3 (10 + h) 





7 


4 


Abgesehen von einzelnen abweichenden Schnitten, die in der eben be- 
schriebenen Weise gezihlt werden muBten, wurden die Zihlungen beim Fundus 
bedeutend einfacher durchgefiihrt, niimlich durch eine Reihe (6—10) von 
zufillig angeordneten Zihlungen um das Stanzloch des Gefrierschnitt- 
zylinders herum. »; ergab sich dann durch Multiplikation des Mittels aus 
den Ziihlungen mit dem Faktor 


10 on ae ee 
lo +h ° 06,3 ° 14,55 - 10 = 0,8184 i0+h’ 
Ein ‘ihnliches Verfahren wurde auch bei den wenigen homogenen Schnitten 
in Pylorus und Duodenum angewendet. 

Eine weitere hier zu behandelnde Frage ist die nach der Bestimmung 
des Abstandes der einzelnen Paraffinschnitte von der Schleimhautoberfliche. 
Die Genauigkeit dieser Bestimmung ist nicht groB, da es bei einer Schnittreihe 
oft schwer ist zu entscheiden, in welchem Schnitt die ersten Gewebespuren 
auftreten (oder die letzten verschwinden), und diese Schwierigkeit steigt 
noch, sobald die Schnittfliche nur ein wenig gegen die Schleimhautober- 
fliche geneigt ist. In den meisten Fiillen ist es jedoch gegliickt, die Nummer 
des Schnittes, in dem das Gewebe begann oder endete, einigermafen fest- 
zulegen, und nur ausnahmsweise waren wir dazu gezwungen, das erste 


(2,25)? 
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Auftreten der muscularis mucosae (den Schnitt, in dem das Stanzloch zuerst 
ganz davon umgeben ist) als Grundlage der Abstandsbestimmung zu _be- 
niitzen (vgl. tibrigens Abschn. 4). 


D. Betrachtungen iiber die der histologischen Kontrolle 
anhaftenden Fehler. 


Der bei derartigen Vergleichsmethoden auftretende Fehler 1a8t sich 
natiirlich nicht zur Giinze bestimmen. Er besteht aus einer Reihe von Teil- 
fehlern, von denen die meisten sich nur schitzen lassen: 

A. Fehler der enzymatischen Bestimmung. 

1. Prinzipielle Fehler (schlechter Kontakt zwischen Enzym und Substrat, 
Destruktion von Enzym, unvollstindige Aktivierung). 

2. Methodische Fehler: a) Mikrotomfehler (Variation der Schnittdicke). 
b) Andere Fehler (Verlust beim Uberfiihren der Schnitte vom Messer in 
den Glycerintropfen). ec) Pipetten- und Titrationsfehler. 

hb. Fehler bei der histologischen Kontrolle. 

1. Prinzipielle Fehler: a) Fehler bei der Wahl des Vergleichsbezirkes. 
b) Fehler bei der Identifizierung bestimmter Zellen. c) Ausfall von Zellen. 

2. Methodische Fehler: a) Mikrotomfehler (Variation der Schnittdicke). 
b) Bei der Zeichnung der Bezirke und ihrer Messung begangene Fehler. 
c) Ziihlungsfehler. d) Fehler bei der Bestimmung von h. 


Die unter A aufgefiihrten Fehler sind friiher besprochen worden. 
Bia kann bei homogenen Schnitten als mit dem Zihlungsfehler (B 2c) 
zusammenfallend angenommen werden. Bei stark inhomogenen Schnitten 
ist es dagegen schwierig, die GréBe dieses Fehlers zu beurteilen. Die 
Pylorusregion, fiir die er wesentlich in Betracht kommt, hat indessen bei 
den enzymatischen Versuchen stets Kurven vom gleichen charakteristischen 
Typus ergeben (vgl. Abhandl. IX, Fig. 4—5, 11 und 21, Abhandl. XI, Fig. 4 
und 8—10, Abhandl. XII, Fig. 7—8), so daB man den Eindruck erhiilt, daB 
dieser Fehler zwar in ungiinstigen Fallen sehr gro8 werden (z. B. dann, wenn 
sich eine groBe Krypte dort in die Schleimhaut gesenkt hat, wo der Gefrier- 
schnittzylinder ausgestanzt wurde), doch im allgemeinen die Versuchs- 
ergebnisse nicht grundlegend veriindern kann. 


Bib. Diese Fehlerquelle ist von Bedeutung in Geweben, wo eine 
Zellart allmihlich in eine andere iibergeht (z. B. Epithel — Halshaupt- 
zellen — Hauptzellen in Fundus und Pylorus) und wird im speziellen Ab- 
schnitt niher besprochen. Hier soll nur auf die methodische Seite dieses 
und des niichsten Fehlers — Bic — hingewiesen werden. Beide treten 
wesentlich in den oberfliichlichen Schleimhautschichten auf, wo das Ge- 
webe locker und arm an Trockensubstanz ist, so dal es bei der Fixierung 
schrumpft und sogar zerreiBt, wodurch Zellen verloren gehen und es schwer 
wird, zu beurteilen, welchem Typus die iibriggebliebenen angehéren. Be- 
sonders in den Epithel- (Bic) und in den Fundus-Halshauptzellengebieten 
(B 1b) sind diese Fehlerquellen wichtig. Wieweit derartige Stérungen durch 
eine mildere Fixierungsmethode und ein sorgfiiltigeres Aufkleben der Schnitte 
umgangen werden kénnten, wollen wir nicht entscheiden; doch ist es z. B. 
auch durchaus méglich, daB der Umstand, da® das Gewebe nicht frisch, 
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sondern erst nach lingerem Aufenthalt bei — 10° zur Fixierung kam, zu 
den oft auftetenden Schrumpfungen beigetragen hat. 

B 2a. Durch Wigung einer Reihe von reinen 10 u-Paraffinschnitten 
bestimmten wir einen mittleren Fehler von 3°/,. Dieser Fehler ist sicher 
noch kleiner, da sich die Schnitte kaum ganz quantitativ vom Messer ab- 
heben lassen; sein Einflu8 auf die Bestimmung von m (Formel 1) kann da- 
her vernachlissigt werden. 

B2b. Das gleiche gilt fiir den bei der Zeichnung und Messung der 
homogenen Bezirke begangenen Fehler. Der bei deren Wahl begangene 
ist unter B 1a besprochen worden. 

B2e. SchlieBlich ist noch der eigentliche Zihlungsfehler zu _be- 
sprechen. Dieser zerfillt in 

«) den individuellen Zihlfehler: die Abweichungen von der wahren 
Kernzahl bei der Einzelziihlung, und 

@) den Fehler des Mittelwertes der Zufallszihlungen, entstanden durch 
das Variieren der wahren Kernzahl im Gewebe. 

«) Dieser Fehler ist nur schwer genau zu bestimmen und besteht 
wiederum aus mehreren Einzelfiillen: 

x) Das Mitzihlen von Kernen, die der betrachteten Zellart nicht an- 
gehéren (vgl. Bib). Dieser Fehler kann wohl vernachlissigt werden in 
Gebieten, wo die verschiedenen Parenchymtypen nicht ineinander iiber- 
gehen, da die zu ziihlenden Zellen ja in diskreten Driisenréhren angeordnet 
sind, was deren Identifizierung erleichtert (vgl. Abschn. 1). 

y) Uberlagerung von Kernen; d. h. 2 Kerne werden als einer gezihlt, 
weil sie iibereinander liegen. Dieser Fehler ist, wie eine einfache Wahr- 
scheinlichkeitsrechnung zeigt, kleiner als 1°/,. 

z) Fehler, die dadurch entstehen, daB ganz kleine Kernbruchstiicke 
iibersehen werden, sind schwer zu beurteilen. Das gleiche gilt fiir Fehler, 
die auf der Undurchsichtigkeit des Gewebes, der Dichte von Granula- 
hiiufungen u. dgl. beruhen. Vergleichende Zihlungen von 2 Personen haben 
jedoch gezeigt, daB diese Fehler kaum von gréBerer Bedeutung sind. 

8) Was endlich den Fehler betrifit, der dem Mittelwert der zufiillig 
angeordneten Zihlungen anhaftet, so kénnte es iiberfliissig erscheinen, auf 
dessen Bestimmung allzuviel Miihe zu verwenden, da die individuellen Ziahl- 
fehler ja doch recht unbestimmt bleiben miissen. Fiir ein und dieselbe 
Zellart und konstante Schichtdicke sind indessen die friiher erwihnten 
Fehler von verhiltnismiBig geringerer Bedeutung, wenn es sich um die 
Bestimmung kleiner Variationen der Hiufigkeit des Auftretens einer be- 
stimmten Zellart handelt, und solche Variationen sind es vor allem, die 
hier interessieren. 

Der Fehler des Mittelwertes der Zihlungen in einem angenihert homo- 
genen Areal wurde nach der iiblichen Formel fiir den Mittelfehler des 


Mittelwertes berechnet: = 

a / = a 
(3) Fy ce’ 
wobei >’ 4? die Summe der Quadrate der einzelnen Zihlungsabweichungen 
vom Mittelwert bedeutet, und g die Anzahl der Zihlungen. Eine Korrektion 
ist fiir den Umstand einzufiihren, da8 man bei den im ibrigen zufillig 


angeordneten Zihlungen dafiir Sorge trug, denselben Bezirk nicht mehrmals 
zu zihlen: insofern war die Anordnung der Ziihlungen also nicht rein zufiallig. 
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im, zu = , 
Es wiirde auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit liegen, die Berech- 
initten | BUngsweise dieser Korrektion hier darzustellen*). Unser Ausgangspunkt 
sicher | War folgender: Wenn Q Zihlareale in einem gegebenen Vergleichsbezirk 


Platz finden kénnen, so wiirden wir nach Q Zihlungen — da jeder Teil- 
bezirk nur einmal gezihlt wird — die richtige Kernzahl 7, des Vergleichs- 
bezirkes erhalten und den hier betrachteten Fehler auf 0 reduzieren, Fy, 
ag der muB daher um eine GréBe verkleinert werden, die das Verhiiltnis zwischen 
ingene der GréBe des gezihlten und des untersuchten Bezirkes enthilt. Eine ge- 
nauere Betrachtung ergab fiir q Zihlungen den Korrektionsfaktor 


u_ be- 
/ ae, 
Vv 


er ab- 
on da- 





‘ahren | 7, allgemeinen erhiilt man daher 
durch | (4) (F,,) korr. = yl: i a) | qq z 1)? 


esteht | wobei a die GriBe des Zihlbezirkes, A die des gesamten Vergleichsbezirkes 
(oder des bei der Zeichnung der Schnitte umgrenzten homogenen Bezirkes) 
ht an- | darstellt. 

en in Bei der Summation der den verschiedenen homogenen Zihlbezirken 
iiber- | entsprechenden Zellzahlen wurde der Fehler der Summe (d. h. der Zellzah! 
rdnet | des gesamten Vergleichsbezirkes) berechnet nach der Formel 


zihlt, (9) Fys = V& (Fy) korr. , 


WVahr- | die ein Spezialfall des allgemeinen Ausdrucks ist: 


EE 
tiicke | (6) AF= /> (5) (4a,)* , 
0 a; 


ehler, Ps 

oma der den einer Funktion F anhaftenden Fehler aus den Fehlern fiir deren 

yapen | Variablen a; (a,, a,... @,) bestimmt. 

calli B2d. Der bei der Bestimmung von h begangene Fehler wird im 

oo nichsten Abschnitt besprochen. 

? 

Zihl- 4, Die Versuchsergebnisse und deren Deutung. 

ri A. Bezeichnungen. 

: i Der Einfachheit halber seien hier die abgekiirzten Bezeichnungen fiir 

- be. | die verschiedenen Magenregionen und Zellarten angefiihrt: 

die Magen- und Darmregionen: Cardia C 
Fundus F 

: Pylorus P 
ine Duodenum D 
Zellarten: Epithelzellen E in Pylorus und 

Driisenhauptzellen H Wandec 
Halshauptzellen HH 
Becherzellen B | 

ngen Zylinderzellen C im Duodenum 

ction Brunnerzellen Br | 

ale Deckzellen D im Fundus 

allig RET a a 

mals *) Herr cand. mag. Ojvind Burrau war so liebenswiirdig, die Be- 

illig. rechnung zu iiberpriifen und uns auch sonst zu beraten, wofiir wir ihm 

herzlich danken. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COXXVII. 2 
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Nihere Angaben iiber die angewendeten Magen- und Darmproben 
finden sich in den betreffenden Figurtexten. Dort ist auch angegeben, 
welcher der vorhergehenden Abhandlungen die enzymatischen Versuche 
entstammen. 


B. Bestimmung der Hihe der Zellkerne, h. 


Bei einigen an den auf 8. 11 besprochenen Vertikalschnitten 
ausgefiihrten Zellkernmessungen fand man fiir h die in Tab. 1 


angefiihrten Werte. Die Faktoren ao ; (vgl. S. 14) sind daher 


die folgenden: 
Zylinder- und Becherzellen: 0,694 + 0,009 

















Brunnerzellen ...... 0,680 + 0,009 
Alle iibrigen Zellen. . . . 0,668 + 0,009. 
Tabelle 1. 
Anzahl - — GréBte 
Zellart der Mes- on : ) a 7 Ab- 
sungen | * _ Mittelzah]| Weichung 
Hauptzellen (Fy) ........ 25 4,9 0,2 2,3 
" (Fy) (an der Basis) . 26 4,9 0,2 2,3 
“ (Fyq) (héher oben). . 26 5,3 0,2 2,5 
Halshauptzellen (Fy) ...... 25 4,9 0,2 8,2 
Deckzellen (Fy) ........ 25 5,1 0,2 1,7 
_ ise. i a ee 23 5,0 0,2 1,7 
Hauptzellen (Py,)........- 31 4,9 0,2 2,3 
Halshauptzellen (Py,) ...... 29 4,9 0,2 2,3 
Epithelzellen ........-.-. 30 4,8 0,2 2,7 
Brunnerzellen (D,;) -.-...- - . 26 4,7 0,2 3,0 
Zylinderzellen + Becherzellen (D,;) 24 4,4 0,2 2,7 














Wie aus dem niichsten Abschnitt hervorgeht, ist der Fehler, 
mit dem diese Faktoren behaftet sind, so klein im Verhiltnis 
zum Fehler der Mittelwerte aus den Zellziihlungen, daB er im 
Produkt vernachlissigt werden kann (vgl. Formel 6). 


C. Beispiele fir Zihlungen und deren Berechnung. 


1. Fundus 18,,, Paraffinschnitt Nr. 99, Abstand von der Oberfliiche, 
auf frisches Gewebe umgerechnet: 1,19 mm. 
a) Hauptzellen, 8 Zihlungen : 239—216—279—228—187—226—239—222. 
Mitte] 229, Mittelfehler (vgl. Formel 4) + 8,45. 
Ohne Beriicksichtigung 
des Fehlers von h my = 0,8184-0,668+(229 + 8,45) = 125 + 4,6. 


Mit Beriicksichtigung des Fehlers von # (vgl. Formel 6) 








My = 125 + 0,8184 1/(229)* (0,009)? + (0,668)? (8,45)? = 125 + 4,9. 














ng 
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b) Deckzellen, 5 Zihlungen: 46—49—52—53—41. Mittel 48, Mittel- 


fehler + 1,99. 
np = 0,8184-0,668 (48 + 1,99) = 26 + 1,1. 


2. Pylorus 5,,, Paraffinschnitt Nr. 181, Abstand von der Oberfliche, 
umgerechnet auf frisches Gewebe: 0,95 mm. Der Vergleichsbezirk wurde in 
zwei homogene Bezirke A, und A, geteilt. 

Relative GréBe von A, (y, vgl. S. 14) 0,589. Epithelzellen, 4 Ziih- 
lungen: 2383—192—265—212. Mittel 226 + 14,7. 

@,, = 1499 + 488. 


Relative GriBe von A, 0,411. Epithelzellen, 3 Zihlungen: 457—418—450. 
Mittel 4424 11,2. 
@, = 10218 + 259 
20, = 17717 + 552 (vgl. Formel 5) 
NMy= 172 + 5,4 





D. Die graphische Wiedergabe und Umrechnung 
auf Enzymeinheiten (oder Basenverbrauch). 


Die folgenden Figuren sind von zweierlei Art. 

Die einen, bezeichnet A, geben die Zellzahlen als Funktion 
des Abstandes von der Schleimhautoberfliiche und bediirfen hier 
(vgl. den speziellen Abschnitt) keiner weiteren allgemeinen Er- 
liuterung, abgesehen davon, daB die Linge der als ,,Kurvenpunkte“ 
abgesetzten Rechtecke den doppelten Mittelfehler bezeichnet. 

Die anderen, bezeichnet B, stellen den Zusammenhang zwischen 
der enzymatischen Aktivitiét und dem Abstand von der Schleim- 
hautoberfliiche dar. 

Die diinn ausgezogenen Kurven stammen direkt von den in 
den friiheren Arbeiten dieser Serie beschriebenen Versuchen, die 
mit Schleimhautmengen von 123—245 m4 (25—50 u-Schnitte) aus- 
gefiihrt wurden. Bei den Pepsinbestimmungen sind die Spaltungs- 
werte mit Hilfe der Kurve Fig. 16, Abhandl. IX, auf Pepsin- 
einheiten umgerechnet, bei den Peptidase- und Siurebestimmungen 
die direkt gefundenen Titrationswerte in cmm n/20-HCl bzw. 
n/100-Borat (hier Pp.E. — vgl. XI — bzw. Basenverbrauch ge- 
nannt) angewendet worden. 

Die stark ausgezogenen Kurven und deren Kurvenpunkte 
bezeichnen den aus den Zellzahlen berechneten Enzymgehalt als 
Funktion des Abstandes von der Schleimhautoberfliche. Bei dieser 
Berechnung haben wir die gefundene Anzahl (pro m4) der be- 
treffenden Zellart mit einem fiir den untersuchten Schleimhaut- 
zylinder konstanten, spezifischen Faktor multipliziert, um dadurch 

QF 
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den Beitrag dieser Zellart zur Anzahl von Enzymeinheiten (bzw. 
Basenverbrauch) in der Schleimhautmenge, mit der die Enzym- 
bestimmung ausgefiihrt wurde (123—245 md), aufzufinden. Wir 
haben dabei die bestmégliche Anpassung an die experimentelle 
Kurve angestrebt, wobei wir jedoch in den meisten Fallen so vor- 
gehen konnten, daB wir einfach durch Aufsuchen von Schleimhaut- 
schichten, in denen die gewiinschte Zellart rein — d. h. frei von 
anderen Parenchymelementen — auftrat und Division des dort 
gefundenen Enzymgehaltes durch die Zellanzahl den Faktor der 
betreffenden Zellart bestimmten. Hierbei ergab sich im allgemeinen 
gute Ubereinstimmung der gefundenen und berechneten Enzym- 
kurven auch in jenen Schichten, in denen mehrere Zellarten neben- 
einander auftraten, was darauf hinweist, daB das Prinzip, einer 
bestimmten Zellart einen konstanten Enzymgehalt pro Zelle zu- 
zuschreiben, im groBen und ganzen richtig ist. Mit den Kinzel- 
abweichungen werden wir uns im folgenden Abschnitt beschiftigen. 


E. Ergebnisse. 
1, Fundus. 


a) Zellverteilungskurven. Die Fig. 2A, 3A, 4A und 5A 
zeigen die Zellverteilung in Fundusproben. Zu den Kurven ist 
folgendes zu bemerken: 

Das Epithelzellengebiet, die oberste Schicht der Schleimhaut, 
war bei Fundus 7 und 13, wahrscheinlich bei der Probenahme 
und Reinigung der Schleimhaut (vgl. IX, Abschn. Il) verloren- 
gegangen. Nur in je einem der Schnitte, wo Zihlungen méglich waren, 
fanden sich Epithelzellen neben Halshauptzellen und Deckzellen, 
jedoch nicht so geordnet, daB die Zeichnung und Planimetrierung 
homogener Bezirke méglich gewesen wire. Ks wurden daher zufallig 
angeordnete Zihlungen vorgenommen und die Mittelzahlen fiir 
Epithelzellen und Halshauptzellen getrennt bestimmt. Der dabei 
begangene Fehler ist sicher betrichtlich, teils auf Grund der 
Inhomogenitit der Schnitte — einige Zihlungen ergaben nur 
Epithelzellen + Deckzellen, andere nur Halshauptzellen + Deck- 
zellen (beziiglich der Deckzellen vgl. unten) — teils auch auf 
Grund der Schwierigkeiten bei der Unterscheidung von Epithel- 


zellen und Halshauptzellen, indem diese Zellarten ja unschar! | 


ineinander iibergehen; diese Schwierigkeit wurde dadurch ver- 
gréBert, daB die betreffenden, oberflichlich gelegenen Schnitte bei 


der Fixierung ziemlich gelitten hatten und die Zellen stark ge- 
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schrumpft waren. Wir haben daher davon abgesehen, die Anzahl 
der einzelnen Zellarten mit Fehlerangaben zu versehen und nur 
den Mittelfehler der Summe von Halshauptzellen und Epithelzellen 
(Kk + HH) berechnet. Dasselbe gilt fir Fundus 6, dessen Epithel- 
schicht zwar im Schleimhautzylinder intakt, jedoch nur bei einem 
einzelnen Schnitt (in der Tiefe von 0,72 mm) zihlbar war. Die 
Epithelschicht von Fundus 5 dagegen war bedeutend besser er- 
halten und auch die obersten Schnitte gestatteten die Zeichnung 
homogener Bezirke, wodurch eine getrennte Bestimmung von E 
und HH besser erméglicht wurde. Hier sind daher die Zahlen fir 
die einzelnen Zellarten mit der Angabe des Mittelfehlers versehen. 
Leider besaBen wir keinen Schnitt im reinen Epithelgebiet zwischen 
0,3 und 0,6 mm Tiefe. In den ersten dieser Schnitte machte sich 
der Zellausfall schon geltend und die Zellzahl ist daher zu niedrig. 
Der Verlauf der Kurve zwischen den beiden Punkten ist daher 
unsicher (vgl. Abschn. b@). 

Die Deckzellen, die mit Ausnahme der obersten epithelialen 
Schichten von Fundus 5 in allen Schnitten auftraten, waren im 
allgemeinen so gleichméBig verteilt, daB 6—8 einfache Zufalls- 
vihlungen eine ausreichend bestimmte Mittelzahl ergaben. Das- 
selbe gilt fiir die Hauptzellen der tieferen Schichten. 

Zu besprechen ist endlich die schmale Zone des Uberganges 
von Halshauptzellen zu oberen Hauptzellen, Zellarten, die schwer 
voneinander zu unterscheiden sind. Diese Zone kam in Fundus 13,, 
nicht zur Beobachtung, weil wir von der Tiefe 0,36 mm (reine HH) 
bis zu 0,84 mm (reine H) keinen Schnitt besaBen, wihrend wir 
bei den 3 anderen Fundusschleimhauten wiederum, wie beim 
Ubergang von E zu HH, uns damit begniigen muBten, die Kinzel- 
zahlen fiir die beiden Zellarten nach bestem Wissen abzuschitzen, 
ohne sie mit der Angabe des Fehlers zu versehen. Die Fehler 
bei der Bestimmung der Summe HH + H sind der Vollstandigkeit 
halber in den Figurtexten angefiihrt, aber nicht in die Kurven 
eingezeichnet, um den Uberblick nicht zu erschweren. Sie haben 
keine reelle Bedeutung, da Hauptzellen und Halshauptzellen hin- 
sichtlich ihres Pepsingehaltes sehr verschieden sind. | 

Im iibrigen ist zu den Kurven nur zu bemerken, daf das in 
der Basis der Schleimhant beobachtete Abfallen der Zellzahlen 
auf die beginnende Kinlagerung der muscularis mucosae zuriick- 
zufiihren ist. DaB dieser Fall nicht plétzlich eintritt (vgl. Abschn. 1) 
ist teils darin begriindet, daB die Grenzfliche zwischen Driisen- 
und Muskelschicht nicht eben ist, teils darin, daB die Schnittflache 
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in der Nahe des Gefrierschnittzylinders vielleicht nicht ganz parallel 
mit der Grenzfliche war. Das Fallen der Epithelzellenanzahl 
gegen die Oberfliche (Fundus 5) kommt teilweise wohl durch Zell- 
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Fig. 2B. 
Fig. 2A. Fundus 5. Zellzahlen. 

Fig. 2B. Fundus 5. Enzymaktivitiit und Sauregehalt. [Junges Schwein, reichlicher Magen- 
inhalt; Magen verarbeitet 29./10. 1933, Versuch angestellt 3./11. (Pepsin und HCl), vgl. Ab- 
handlung IX Fig. 10 und Abh. X Fig. 2.] 

— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin, II Siure 

— Aus den Zellzahlen der Fig. 2A berechnete Kurven; hierzu angenommen: 
(P.E.), = 0,060+ ny; (P.E.)s = 0,060 + ny; (P.E.)y = 0,405+ ny; P.E. = (P.E.)p + (P.E.) yu 

+(P.E.)q; (P.E.)p=0. Basenverbrauch = 0,0276+np -0,076 (P.E.). 

(Die diinn ausgezogene experimentelle Kurve fiir diesen Fundus ist mit Beriicksichtigung der 
Punkte gezeichnet worden, die bei der Wiedergabe der Spaltungen in Fig. 10 der Abh. IX ver- 
nachlissigt wurden. Diese Anderung ist berechtigt infolge der Form der Zellzahl-Kurve, 
welche sich bei dieser Wiedergabe der experimentell gefundenen Kurve wesentlich besser anpaBt.) 
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Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 3A. 
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Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 3B. 


Fig. 3A. Fundus 6. Zellzahlen. 


Fig. 3B. Fundus 6. Enzymaktivitaét und Siuregehalt. 
[Sehr junges Schwein; Magen verarbeitet 7./11. 1933, Versuch angestellt 10./11. (Pepsin, HC1) 
und 22./11. (Pepsin, Esterase), vgl. Abh. X Fig. 3 und Abh. XII Fig. 6.] 





| 
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— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin (Mittel aus den beiden Versuchen vom 7./11. 
und 22./11.), II Sdure 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 3A berechnete Kurven; hierzu angenommen: 
(P.E.)p =0,060-ng; (P.E.)yH-0,300+nyy; (P.E.)q=0,506-ny; P.E. =(P.E.)p + (P.E.) ax 
+ (P.E.)q; (P.E.)p =0. Basenverbrauch = 0,027-np — 0,076 (P.E.). 
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om 


ausfall zustande, hat aber im wesentlichen seine natiirliche Ursache 
in der reellen Verminderung der Menge des festen Gewebes pro 
Flacheneinheit des Bezirkes, die an der Oberfliche wegen des 
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Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 4A. 





| cna 





) 
ro 
oS 
{ 

j 





ne~E; mews: as 








0 “-Gefrierschnitte 


Li) 
— 
j 
=“ 


a) 


( 
= 
Basenverbrauch der Schnitte, 
cmm n/100-Borat pro 245 m 


Pepsineinheiten (P.E.) pro 245 m4 














1 2 3 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 4B. 


Fig. 4A. Fundus 7. Zellzahlen. 

Fig. 4B. Fundus 7. Enzymaktivitat und Sduregelialt. [Normales Schwein, 25 Minuten vor 
der Schlachtung (7./11. 1933) Injektion von 2 mg Histamin intramuskulér in den Schenkel. 
Versuch ausgefiihrt 8./11. (Pepsin und HCl), vgl. Abh. X Fig. 4.] 

— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin, II Saéure 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 4A berechnete Kurven; hierzu angenommen: (P.E) 
(P.E.), = 0,060-ng; (P.E.)in = 0,060-nyy; (P.E.)y = 0,450 - ny; P.E.= (P.E)., + (P.E.) unt a 
(P.E.)y; (P.E.)p =0. Basenverbrauch 0,633 + np —0,076 (P.E.) 
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1 2 3 
Abstand von der Schleimhautoberflache mm 
Fig. 5A. 
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Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 


Fig. 5 B. 


Fig. 5A. Fundus 13),- Zellzahlen. 
Fig. 5B. Fundus 1357° Enzymaktivitit. [GroBes erwachsenes Schwein. Magen verarbeitet 
16./1. 1934; Versuch angestellt 19./1. (Pepsin, Peptidase), vgl. Abh. XI Fig. 3.] 
— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin, III Peptidase 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 5A berechnete Kurven; hierzu angenommen: 
(P.E), = 0,060-np; (P-E.)nu = 0,230-nyy; = (P-E.)yq = 0,498-ny; =P. E. = (P.E.), + (P.E.) ay 


+(P.E)q; (P.E.)p = 0. 


(Pp.E.), = (Pp.E.)nu =0; (Pp.E.)q = 0,0072-ny. 





96 K. Linderstrem-Lang, Heinz Holter und A. Seeborg Ohlsen, 


Auftretens von Krypten, Griibchen und Falten in der obersten 
Epithelschicht eintritt. 


b) Enzym- und S&ureverteilungskurven. «) Pepsin, 
Aus den Fig. 2B—5B geht folgendes hervor: 

In der Basis der 4 untersuchten Fundusschleimhiute ist der 
Pepsingehalt sehr gro8 und annihernd proportional der 
Anzahl der Hauptzellen. Diese sind die eigentlichen 
Trager des Pepsins. Die angewendeten Umrechnungsfaktoren 
fp, (vgl. S. 19) ersieht man aus der untenstehenden Tab. 2, wo 
auch der Pepsingehalt in Einheiten pro Hauptzelle (p.e.),, an- 
gegeben ist, indem: 

P. E. _ Pr 


{Pu = 5 (p.e)y = (vgl. die Ordinaten der Figuren). 
My 245 








Tabelle 2. 











Fundus f Pr (p.€.)z, + 10° 
5 0,405 1,7 
6 0,506 2,1 
7 0,450 1,8 
13, 0,498 2,0 








Hierbei und im folgenden ist angenommen, daB der Beitrag 
der Deckzellen zur Pepsinaktivitat gleich 0 ist (vgl. hieriiber spiater). 


Die entsprechenden Faktoren fiir Halshauptzellen und Epithel- 
zellen sind in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tabelle 3. 














Fundus f Pun (p.€.) p44 * 10° f Pr (p.e.),. + 10° 
; 0,06 0,2 0,06 0,2 
6 0,30 1,2 0,06 0,2 
7 0,06 0,2 0,06 0,2 
13); 0,23 0,9 0,06 0,2 








Aus den Figuren und Tab. 3 geht hervor, daB f p,,,, erstens 
natiirlich ungenau bestimmt ist und zweitens stark von Fundus 
zu Fundus variiert. Es tritt hier jedoch die aus Tab. 4 hervor- 


gehende RegelmaBigkeit auf, dab fp,,,, parallel mit fp, variiert. 
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Tabelle 4. 























Fundus f Pun f Pu 
5 0,06 0,405 
7 0,06 0,450 
13), 0,28 0,498 
6 0,30 0,506 


Die zwei Fundusproben, 5 und 7, bei denen diese beiden 
Kaktoren am kleinsten sind, verhalten sich nun auferdem so, dab 
die aus den Zellzahlen berechnete Kurve selbst in reinen Haupt- 
zellenschichten am aufsteigenden Ast wesentlich iiber der experi- 
mentellen hegt. Dies ist besonders stark ausgeprigt bei fundus 5. 
Der angewendete Hauptzellenfaktor ist also in diesen Fallen fiir 
die oberen, an die Halshauptzellen grenzenden Hauptzellen zu 
hoch, und gleichzeitig ist f p,,,, besonders klein. 

Obwohl wir uns hier nur ganz nebenbei mit der Physiologie der 
Pepsinsekretion beschiftigen wollen, méchten wir doch folgendes 
bemerken: Die Hauptzellen wurden ohne Riicksicht auf deren 
Sekretionszustand gezihlt und es war uns nicht méglich, an dem 
uns zur Verfiigung stehenden Material quantitative Messungen der 
Dichte oder Verbreitung der Granulation vorzunehmen, um mit 
deren Hilfe eine Korrektion fiir das Abweichen der Pepsinzellen 
von einem bestimmten Sekretionszustand [vgl. ?* ?°)] anzubringen. 

Kine derartige Korrektion scheint zwar in den basalen Fundus- 
schichten entbehrlich zu sein, da die Variationen von fp,, sicher 
an der Grenze des Versuchsfehlers sowohl der Pepsinbestimmung 
als auch der Zihlung liegen, dagegen ist sie kaum zu umgehen 
in den oberen Hauptzellenschichten, wie aus den Versuchen mit 
Fundus 7 und besonders Fundus 5 hervorgeht. Der bei der An- 
wendung des fir den basalen Teil giiltigen fp,,-Faktors begangene 
Fehler kann zwar zum Teil durch fehlerhafte Zaihlung der Hals- 
hauptzellen als Hauptzellen in der Ubergangszone verursacht sein, 
dennoch aber ist die Annahme unvermeidlich, da’ die oberen 
eigentlichen Hauptzellen im Fundus dieser beiden Magen 
enzymarmer sind, als die basalen. Es liegt daher der SchluB 
nahe, daB diese Magen weiter im Verdauungszyklus fortgeschritten 
waren, als die Magen Nr. 6 und 13. Zugunsten dieser Annahme 
spricht der Umstand, daB sowohl Fundus 6 als auch Fundus 13 
bedeutend stirker granuliert waren als 5 und 7 und daB die 
Hauptzellen der ersteren, rein qualitativ genommen, kleiner waren 
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ow 


und eine gréBere Aktivitét pro mA besaben. Ferner mu8B man 
annehmen, da8B die durch die Verdauung bewirkte Er- 
schépfung der pepsinsezernierenden Zellen zuerst in 
den oberen Hauptzellen einsetzt, wo entweder der Vor- 
rat kleiner oder die Regeneration triager ist. 

Analog verlockt die geringe Pepsinaktivitat der Halshaupt- 
zellen in F, und F, zu der Annahme, daB auch diese an der 
Sekretion teilnmehmen. Dies muB jedoch mit Vorbehalt betrachtet 
werden. Die stark aktiven Halshauptzellen in Fundus 6 und 13, 
(f Puy = 9,23 und 0,30) sind méglicherweise nur kleine eigentliche 
Hauptzellen, die auf Grund der Kontraktion des Gewebes schwer 
als solche zu erkennen waren. Besonders wahrscheinlich ist dies 
jedoch nicht. Vor allem sprechen die friiher beschriebenen (Ab- 
handlung IX) und gerade mit Fundus 13 ausgefiihrten Glycerin- 
extraktionsversuche dafiir, daB die von uns als Halshauptzellen 
bezeichneten Zellen von den eigentlichen Hauptzellen verschieden 
sind, obwohl sie viel Pepsin enthalten, und zwar darin ver- 
schieden, daB das Pepsin der Halshauptzellen nicht so leicht 
durch Glycerin extrahiert wird, wie das der Hauptzellen. Bei der 
(hier aus Platzriicksichten nicht mit aufgenommenen) histologischen 
Untersuchung von F 13, zeigte es sich, daB die recht schmale Zone 
(vgl. Fig. 18—19, Abhandl. [X) zwischen extrahierbaren und nicht 
extrahierbaren Zellen gerade mit der Ubergangszone zwischen Hals- 
hauptzellen und Hauptzellen zusammenfillt. Diese Verhiltnisse 
erfordern jedoch eine genauere Untersuchung, bevor sicheres 
dariiber ausgesagt werden kann. Vielleicht sind die Halshaupt- 
zellen nur ein Stadium in der Entwicklung der Hauptzellen, so 
daB in Wirklichkeit keine definierbare Grenze zwischen ihnen 
besteht [vgl. z. B. Cowdry®)}. 

Ks muB hier betont werden, daf die Méglichkeit einer Ent- 
scheidung der Frage nach dem Pepsingehalt der Halshauptzellen 
und dessen Variation einigermaBen von der Berechtigung der Ver- 
nachlassigung des Beitrages der Deckzellen zur Pepsinaktivitat 
abhangt. Wie aus den Figuren hervorgeht, treten diese nimlich in 
den typischen Halshauptzellengebieten gehiuft auf. [hr Beitrag ist 
zweifellos ganz gering — dies zeigt das oft gefundene (vgl. 
Abhandl. [X) Pepsinminimum in den Schichten maximaler Haufig- 
keit der Deckzellen — und ihre Aktivitét kann daher mit der 
der aktiven Halshauptzellen in Fundus6 und 13 kaum verglichen 
werden. Ist fp,,,, dagegen klein, so steigt die Méglichkeit fiir 
derartige Fehler, welche indessen, da sie eine Verkleinerung 











Beitrige zur enzymatischen Histochemie. XIII. 99 


von fPy_ mit sich fiihren, im obigen Zusammenhang recht be- 
deutungslos sind. 

Was den Beitrag der Kpithelzellen zur Pepsinaktivitit be- 
trifft, so ist er noch ungenauer bestimmt als der der Hals- 
hauptzellen. Aus dem Versuch mit Fundus 5 laBt sich zwar ein 
beiliufiger Faktor gewinnen, welcher indessen kaum mit mehr als 
50°/, richtig angenommen werden kann. In Ermanglung eines 
besseren haben wir ihn zur Berechnung der drei anderen Kurven 
verwendet und es hat sich dabei gezeigt, daB er in diesen Fiillen 
wahrscheinlich zu hoch gewesen ist. 


Das Material ist zu klein fiir eine genauere Untersuchung, die sich 
auch kaum lohnen wiirde, weil der in den Driisenschliuchen und besonders 
in den Krypten vorhandene Magensaft die Fehlerméglichkeiten vergréBert. 
Wir kennen die Pepsinkonzentration im reinen Magensaft des Schweines 
nicht, der des Menschen aber*) entspricht an Aktivitit ungefiihr einer 
1°/,igen Lésung von Parke-Davis-Pepsin, d.h. er enthilt in 7 cmm etwa 


4 
0,249. 100 =8,5 P.E. 





100 unserer Pepsineinheiten. 245 md enthalten daher 


Da das gleiche Gewebevolumen in der Epithelschicht von Fundus 5 bis zu 
14 P. E. enthalt, ist der Fehler zwar kaum sehr groB, jedoch ausreichend 
zur Erschwerung quantitativer Untersuchungen. 


Die Hauptsache ist, daB wir auch den Epithelzellen 
mit Sicherheit einen gewissen, wenn auch kleinen, 
Pepsingehalt zuschreiben kénnen (vgl. die Untersuchung 
der Pylorusregion, die dies bestitigt). 


Sonst ist zu diesen Pepsinkurven nur noch zu bemerken, da8 die 
anderen, geringeren Miangel in der Ubereinstimmung der berechneten 
Kurven mit den experimentellen mit vollem Recht der friiher erwihnten 
Hauptfehlerquelle zugeschrieben werden kénnen, da8 die Zellziihlungen 
nicht am selben Gefrierschnittzylinder ausgefiihrt wurden wie die Enzym- 
bestimmungen. Auf den p.e.-Wert der Hauptzellen hat diese Fehlerquelle 
nur geringen EinfluB, dagegen vergréBert sie die Ungenauigkeit der Be- 
stimmung des Enzymgehaltes der Epithel- und Halshauptzellen. 

Uber den Pepsingehalt der Hauptzellen kann folgende Berechnung 
= = 7- 10-'mg Parke-Davis- 
Pepsin 1:10000 entspricht, eine Zelle also etwa 1,8-10—%-7-10~* = 1,26-10-®mg 
Parke-Davis-Pepsin, und da das mittlere Zellvolumen in grober Néherung 
gleich 3-107 md, das mittlere Zellgewicht in frischem Zustand daher 
gleich etwa 3 -10~* mg gesetzt werden kann, enthilt eine Zelle pro Einheit 


angestellt werden: Da 1 Pepsineinheit 0,01 - 





*) Den Vergleich der Aktivitiéiten von Menschen- und Schweinemagen- 
saft halten wir fiir berechtigt, teils auf Grund von unveréffentlichten Ver- 
suchen von Bent Andersen, teils auf Grund von in *) verdéffentlichten 
Bestimmungen der Pepsinaktivitit von Schweinemageninh alt. 
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des frischen Gewichtes eine Pepsinmenge, die 0,4 Gewichtseinheiten Parke- 
Davis-Pepsin entspricht. Die Aktivitiét des krystallinischen Pepsins (Gastro- 
globulins) ist nach Northrop®) etwa 5mal gréBer als die des Parke- 
Davis-Pepsins, woraus folgt, daB die MHauptzellen eine Menge von 


= - 100 = 8°, des Zellgewichtes an krystallinischem Pepsin ent- 





halten sollten. 


Wenngleich diese Menge einen recht groBen Teil des Trockensubstanz- 
gehaltes der Zellen ausmacht (die Fundusschleimhaut enthilt nach Rose- 
mann 18—20°/, Trockensubstanz), so schlieBt dies doch keineswegs aus, 
daB die Pepsinaktivitit auch bei ihrem Vorkommen in den Zellen an das 
Gastroglobulin gebunden ist. 


f) Siure. Wie schon in Abhandl. X erwihnt, haben wir 
uns nicht mit der Frage beschiiftigt, ob der von uns bestimmte 
Basenverbrauch der Schleimhautschnitte (bei Titration zu p,, 5) 
einem Gehalt an Salzsiure oder z. B. an einigermaBen starken orga- 
nischen Siiuren zuzuschreiben sei. Wir haben indessen angenommen, 
daB der Siuregehalt mit der Salzsiiureproduktion zusammenhinge. 
Ks fragt sich nun, ob man irgendwelche Anhaltspunkte fiir die An- 
nahme hat, daf die salzsiiureliefernden Zellen — welcher Art sie 
auch seien — die gefundene Siure im Zeitpunkt der Probenahme 
enthalten, ebenso wie die Hauptzellen das Pepsin enthalten. Die 
einzige Anschauung, die sich mit einer solchen Annahme zusammen- 
reimen libt, ist unserer Meinung nach die, daB die Salzsiure irgend- 
wie in den betreffenden Zellen gebunden ist und erst durch die 
Bestimmungsmethode freigemacht wird, analog mit der 
vermutlichen Umwandlung von Propepsin in Pepsin beim Uber- 
fiihren der Hauptzellen in die saure Glycerin-Substratmischung. 
Ob die Séiure bei dem Tod der Zellen, den das Gefrieren des Ge- 
webes bewirkt oder bei der Glycerinbehandlung frei wird, kénnen 
wir nicht entscheiden. Versuche iiber diese Frage sind im Gang, 
und wir wollen uns hier nicht mit der Art der Salzsiurebildung 
beschiftigen. Wir méchten nur betonen, daB die vielen fehl- 
geschlagenen Versuche zur Bestimmung der Saure in der frischen 
Magenschleimhaut die obige Anschauung unterstiitzen, da wir 
mit unserem Verfahren in vier von sieben untersuchten Schleim- 
hiuten Siure gefunden haben, und zwar in Konzentrationen bis 
zu 0,1 n (2,5 cmm n/100 pro 0,25 cmm Gewebe). 

Wir wollen daher zuerst im AnschluB an die sichersten der 
friheren einschligigen Arbeiten Ubereinstimmung zwischen unseren 
Siureverteilungskurven und den Kurven fir die Anzahl der 
Deckzellen herzustellen versuchen. Damit schreiben wir also 
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analog der Auswertung der Pepsinbestimmungen jeder Deckzelle 


einen bestimmten Siuregehalt zu — wobei wir auf die Siure- 
menge, die sich eventuell in den Driisenschliuchen befindet, 
keine Riicksicht nehmen kénnen — und summieren iiber die An- 


zahl von Deckzellen in einem bestimmten Gewebevolumen (245 md). 
Von dem so bestimmten Siuregehalt miissen wir indessen den 
Siureverbrauch der auBer den Deckzellen im Gewebe vorhandenen 
Zellarten subtrahieren, um den mit unseren Titrationswerten ver- 
gleichbaren tatsichlichen Siuregehalt zu bekommen. Diesen 
Siureverbrauch kennen wir nicht, wir kénnen ihn aber auf Grund 
der folgenden plausiblen Annahmen schitzen: 


Der Kontrollwert der Pepsinbestimmungen (vgl. Abhandl. IX), 
d. h. der Eigenverbrauch der Schnitte an n/20-Salzsiiure bei 
Titration in Aceton ist an der Basis des Fundus etwa 1 cmm, 
entsprechend etwa 5 cmm n/100-Base. Das interstitielle Gewebe 
verbraucht sehr wenig Séiure, und wir kénnen daher den gesamten 
Siureverbrauch den Hauptzellen zuschreiben und ihn mit deren 
Anzahl oder — was dasselbe ist — deren berechnetem Pepsin- 
gehalt proportional setzen. Wir haben dabei folgenden Propor- 
tionalitatsfaktor beniitzt 


5 (emm n/100) ais 
66 [mittlere (P.E),) = 92°76: 
Die Halshauptzellen und Epithelzellen sind viel lockerer und 
irmer an Trockensubstanz, wie aus deren niedrigen und daher 
schlecht bestimmten Kontrollwerten (Abhandl. 1X) hervorgeht. Wir 
kénnen darum entweder deren Siiureverbrauch vernachlissigen oder, 
wie wir es hier getan haben, deren — niedrigem — Pepsingehalt 
proportional setzen, wobei wir den gleichen Proportionalitits- 
faktor 0,076 verwenden. Dies besagt natiirlich nicht, daB wir 
das Gastroglobulin — bekanntlich ein saures Protein — selbst 
als den eigentlichen Séureverbraucher betrachten, wohl aber, 
daB wir vermuten, da zugleich mit diesem in Halshauptzellen 
und Hauptzellen basische Stoffe auftreten. 
Dann ergibt sich: experimenteller Basenverbrauch = tatsich- 
licher Siuregehalt = f,, x n,) — 0,076 x (P.E.); die angewendeten 
Faktoren waren 


Fundus Je 

(F, 0,027) 
F, 0,027 
F. 0,033 
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Wihrend die Ubereinstimmung bei Fundus 6 und 7 (Fig. 3B 
und 4B) so gut ist, wie man in Anbetracht der vielen Fehler- 
quellen erwarten konnte, so treffen die obigen Annahmen bei 
Fundus 5 (Fig. 2B) augenscheinlich nicht zu, da der Saureverbrauch 
der Epithelzellen bei dieser Berechnungsweise zu gro, der der 
Hauptzellen zu klein herauskommt. Rein qualitativ la8t sich 
jedoch aus einem Vergleich der Fig. 2A, 3A, 4A mit 2B bzw. 
3B und 4B ableiten, daB man nicht vorschnell aus dem nega- 
tiven Ergebnis der Berechnung bei Fundus 5 darauf schlieBen 
darf, daB die Deckzellen dieses Fundus sich abweichend verhalten, 

Deren Hiufigkeitsmaximum liegt bei diesem Fundus nimlich 
tief in der Hauptzellenschicht, wihrend deren Anzahl in der 
Halshauptzellenregion gering ist. Man brauchte daher nur den 
Halshauptzellen ein gréBeres, den Epithelzellen ein geringeres 
Siurebindungsvermégen zuzuschreiben, als angenommen, um die 
experimentelle mit der berechneten Kurve zur Deckung zu bringen. 
Andererseits ist es ebensowenig erlaubt, aus der relativen Kon- 
stanz von f,, zu schlieBen, daB der Siuregehalt der Deckzellen stets 
derselbe ist. F,, der von einem histaminbehandelten Schwein 
stammt, hat zweifellos eine héheres f, als F, (normales Schwein), 
und die Kurve fiir F, wiirde auch durch die Annahme korrigiert 
werden kénnen, daB f,, gleich 0 sei, unter der Voraussetzung 
eines passenden Séureverbrauchs der Epithel- und Halshaupt- 
zellen. Ahnliches kénnte auch fiir die anderen Befunde (vgl. 
Abhandl. X) zutreffen, wo die Siure fehlte. Wir kénnen uns 
daher iiber den absoluten Siuregehalt der Deckzellen und dessen 
Variation vorliufig nicht abschliefend aussprechen. 

Nehmen wir /, = 0,03 an, so ergibt sich fiir die Deckzellen eine 
Sdurenormalitit von 0,15 n unter der Annahme eines Zelldurchmessers vou 
20 u. Wie oben erwihnt, ist diese Siiure sehr wahrscheinlich in gebundenem 
Zustand vorhanden. 

Die Méglichkeit dafir, daB andere Zellarten als Séureprodu- 
zenten auftreten, kann zwar nicht vollstiindig ausgeschlossen 
werden, sie ist aber sicher gering. Zwar haben auch die Hals- 
hauptzellen ihr Maximum beim Maximum der Sure, aber eine 
analog der obigen durchgefiihrte Berechnung wirde zu unwahr- 
scheinlich hohen Siuregehalten fiihren. AufSerdem stehen diese 
Zellen in ihrem Habitus einerseits den Epithelzellen, andererseits 
den Hauptzellen so nahe, daB die Annahme, sie sollten sich von 
diesen beiden Zellarten, die mit Sicherheit nicht Siureproduzenten 
sind, so grundlegend unterscheiden, wngereimt erscheint. 
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Kin weiteres Argument gegen eine soleche Annahme bildet ein Ver- 
such, der kiirzlich im Anschlu8 an diese Untersuchungen von A. H. Palmer 
im Carlsberg Laboratorium ausgefiihrt wurde. Hierbei ergab sich die auf 
Fig. 6 wiedergegebene Verteilung des Gesamtchlors in der Fundusschleim- 
haut. Die Kurve folgt, wie man sieht, einer normalen Deckzellenverteilungs- 
kurve. Fortgesetzte Versuche dieser und ihnlicher Art werden die Be- 
stimmung von Totalbasen-Profilen im Fundus mitumfassen, um die Festlegung 
des Gehaltes der verschiedenen Fundusschichten an freier + gebundener HCl 
(Totalchlor — Totalbase) unabhiingig von der Sdurebindung anderer Zellarten 
zu erméglichen. Erst dadurch kann die wirkliche Beziehung zwischen ge- 
fundenem Siuregehalt und aktueller Totalsiuremenge festgestellt werden. 
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Abstand von der Oberfliche mm 
Fig. 6. Chlorverteilung im Fundus. 


emm n/100-AgNO, pro 245 m4 


Auf der Grundlage des bis jetzt vorhandenen Materiales 
kann nur festgestellt werden, daB die Deckzellen mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit die salzsiureproduzierenden Zel- 
len sind, 


vy) Peptidase. Was den Peptidasegehalt des Fundus betrifft, 
so besitzen wir nur eine histologische Kontrolle (Fig. 5A, F 13,) 
eines enzymatischen Versuches. Aus dieser geht hervor, daB 
kein Grund dafir besteht, anderen als den Hauptzellen 
einen meBbaren Peptidasegehalt zuzuschreiben. Die 
Kurven [die berechnete bestimmt mit Hilfe des Faktors fp, = 0,0072, 
(Pp. E.) pro Hauptzelle = (pp. e.)q = 0,059 - 107%] stimmen nicht 
besonders gut tiberein, was méglicherweise auf eine Destruktion 
der siureempfindlichen Peptidase in den Deckzellenschichten 
zuriickzufiihren ist. Es scheint jedoch nicht ausgeschlossen, dab 
die oberen Hauptzellen peptidaseirmer sind als die basalen, 
was sogar recht einleuchtend sein kénnte, wenn die Peptidase 
an der Pepsinbildung mitwirkt und die Regenerationsgeschwindig- 
keit des Pepsins in den basalen Zellschichten am gréBten ist. 
Aus anderen Versuchen (Abhandl. XI) geht hervor, daB das Ver- 
hiltnis zwischen Pepsin und Peptidase in der Fundusschleimhaut 
nicht konstant ist, und da der Pepsingehalt der Fundushauptzellen, 
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wie oben gezeigt, in den verschiedenen Magen annihernd gleich 
ist, so miissen wir annehmen, dab der Peptidasegehalt der Haupt- 
zellen mehr variiert als deren Pepsingehalt. Die Untersuchung 
der Abhingigkeit dieser Schwankungen von physiologischen Ein- 
fliissen ist eine interessante Aufgabe, auf die wir spiter zuriick- 
zukommen hoffen. 


Aus dem Wert von (pp.e.), geht hervor, daB eine Hauptzelle in 
1 
20 Minuten bei 30° 0,059 - -* 10-° = 3+-10—' Mol oder 4,5-107~' mg 


Alanylglycin spaltet, das hei8t 0,15mal ihr eigenes Gewicht (Frischgewicht). 
Vergleichsweise fiihren wir an, daB ein Ei von Dendraster excentricus *') — 
auf dieselben Versuchsbedingungen bezogen — etwa 0,3mal sein eigenes 
Gewicht Alanylglycin spaltet. 

0) Esterase. Fiir dieses Enzym la8t sich eine quantitative 
histologische Kontrolle nicht in derselben Weise durchfihren, 
weil das interstitielle Gewebe unzweifelhaft auch Esterase enthiilt. 
Wir miissen uns mit dem Hinweis begniigen, daB wir allen Zell- 
arten einen gewissen KHsterasegehalt zuschreiben miissen, der 
anscheinend in den Epithelzellen und Hauptzellen am gréBten ist. 
Dies gilt allerdings nur unter der Voraussetzung, daB der Enzym- 
gehalt pro Substanzeinheit des interstitiellen Gewebes nicht allzu 
sehr variiert. Das tiefliegende Esterasevorkommen in Fundus 6 
(vgl. Fig. 6, Abhandl. XII) kann im tiefen Hinabdringen des 
Epithels bei diesem Fundus begriindet sein. 


2. Pylorus. 


a) Zellverteilungskurven. Die Fig. 7A, 8A und 9A 
zeigen die Verteilung der Zellen in 3 Pylorusproben. 

Wie friither erwihnt, reichen in dieser Schleimhautregion 
Epithelzellengebiete als Krypten tiefer in die Schleimhaut hinab 
als im Fundus. Wahrend die oberflichlichsten Epithelschichten 
wie beim Fundus (wenngleich in geringerem Grad) beim Auslésen 
und Reinigen des Schleimhautstiickes verloren gegangen oder beim 
Fixieren beschidigt worden sind, ist die Epithelauskleidung der 
Krypten erhalten und tief in die Schleimhaut hinein der Zihlung 
zuginglich geblieben. Pylorus 4, und vor allem 5, waren be- 
sonders gut erhalten, die Farbung wohlgelungen, und Zahlung 
und Unterscheidung der drei hier auftretenden Zelltypen leicht 
und sicher méglich. Eine Ausnahme hiervon bildet nur ein 
1,93 mm tief gelegener Schnitt in Pylorus 5,, wo die Zellunter- 
scheidung etwas zweifelhaft war. Doch sind auch hier die an- 
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gefiihrten Kinzelzahlen kaum mit gréBeren Fehlern behaftet; 
iibrigens ist die ganze Frage hier recht unwichtig, weil H- und 
HH-Zellen einander in enzymatischer Hinsicht ungemein gleichen. 

Pylorus 13, der erst nach 1 Monat langem Aufbewahren bei 
— 10° fixiert wurde, war dagegen in schlechterer Verfassung, 
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Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Fig. 7 B. 
Fig.7A. Pylorus 4 Zellzahlen. 
Fig. 7B. Pylorus 4,- Enzymaktivitét. [Altes Schwein, Magen stark gefiillt; Magen ver- 
arbeitet 19./10. 1933. Versuch angestellt 22./10. (Pepsin), aber in keiner der fritheren Arbeiten 
angefiihrt. Da die Ausfiihrung ganz mit der aller anderen Pepsinversuche (Abh. TX) tiber- 
einstimmt, haben wir es fiir iiberfliissig gehalten, die Originalzahlen anzufiihren. } 
— Experimentell bestimmte Kurve 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 7A berechnete Kurve; hierzu angenommen: 
(P.E.)p = 0,0176-n, > (P.E.)ya = 0,0224 ‘NHH> (P. Ey = 0,0332-ny. P.E. = ='(P.E.);. 
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weshalb auch die Unterscheidung yon H- und HH-Zellen hier 
























































nicht besonders sicher war. Die epithelialen Schichten waren —  w 
stark geschrumpft und konnten nicht geziihlt werden. Auch die D 
Bestimmung der Schnittiefe (vgl. S. 39) war schwierig. se 
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Fig. 8B. 
Fig. 8A. Pylorus 5ry° Zellzahlen. 
Fig. 8B. Pylorus 5,,. Enzymaktivitét. (Junges Schwein, Magen stark gefiillt. Magen ver- Fig. 9 


arbeitet 29./10. 1933; Versuch angestellt 5./11. (Pepsin und Peptidase), vgl. Abh. XT, Fig. 4.] 
— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin, II Peptidase. 
- Aus den Zellzahlen der Fig. 8A berechnete Kurven; hierzu angenommen: 


(P.E.)g = 0,0233-np; (P.E.)yy = 0,0342-nyy; (P.E.)y = 0,0507-ny. P.E. = = (P.E.). 
(Pp.E.), = 0,0038-ne; (Pp.E.)yH = 0,0279-nyH: (Pp.E.)q = 0,0327-ny. Pp.E. = 2(Pp.B.);, 
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AuBer den drei von uns gezihlten Zellarten findet man, 
wie erwdhnt, im Pylorus zerstreute Lymphocytanhaufungen. 
Deren Abstand voneinander ist so groB, daB es nicht zu ent- 
scheiden ist, ob wir beim Ausstanzen der Schleimhautzylinder 


200 











100 


n, Zellzahlen pro mi 























‘ \ 
‘ 
' 
‘ 


1 2 3 
Abstand von der Schleimhautoberfliche mm 
Vig. 9A. 
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pileaiaaly sided: nibeiiincatateeatibne 
Fig. 9 B. 
Fig. 9A. Pylorus 13. Zellzahlen. 
Fig: 9B. Pylorus 13. Enzymaktivitét. [GroBes erwachsenes Schwein; Magen verarbeitet 
16./1. 1934. Versuch angestellt 21./1. (Peptidase), vgl. Abh. XI Fig. 10). 
— Experimentell bestimmte Kurve 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 9A berechnete Kurve; hierzu angenommen: 
(Pp.E.)yu = 0,0285-¢Nyy; (Pp.E.)y = 0,0335-ny. Pp.E. = 2(Pp.E.); 
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eine oder mehrere getroffen haben. Das gesamte von ihnen ein- 
genommene Volumen ist jedoch infolge ihrer Verstreutheit so 
gering im Verhiltnis zu dem der Parenchymzellen, daf ihr Bei- 
trag zur Enzymaktivitét kaum hoch veranschlagt werden kann 
und von uns vernachlissigt wurde. — Das gleiche gilt, wie ge- 
sagt, von den interstitiellen Elementen, die in einer Ubergangszone 
zwischen Epithel- und Hauptzellen, sowie an der Basis der 
Driisen (muscularis mucosae) zahlreich auftreten. 

b) Enzymverteilungskurven. — a) Pepsin. Wie ein Ver- 
gleich der Fig. 7B und 8B mit 7A und 8A zeigt, miissen wir 
simtlichen im Pylorus vorhandenen Parenchymzellen- 
arten Pepsingehalt zuschreiben (beziiglich der Identifizierung 
mit Pepsin vgl. Abhandl. IX). Die Umrechnungsfaktoren von 
Zellzahlkurven auf Enzymkurven und die daraus berechneten 
(p.e.)-Werte finden sich in Tab. 5; sie variieren fiir die Haupt- 
zellen stark von einem Pylorus zum anderen (der Faktor f pay 
fir Pylorus 4, — in Tab. 5 in Klammern gesetzt — konnte in- 
folge der merkwiirdig geringen Menge von Halshauptzellen nicht 
direkt bestimmt werden und wurde daher aus fp, berechnet 
durch Multiplikation mit dem fiir Pylorus 5,, geltenden Verhiltnis 
fPun/fpsa). Dagegen sind die Faktoren innerhalb jedes Pylorus 


Tabelle 5. 





























sieoaied 1 [Pe .e.)p° 10° _f Pan [ve e. nH 10°} f Pq |(p-e.)q- 10° 
4, 0,0176 0,07 (0 0224) 0,09 “0,088 0,14 
Bi 0,0233 0,11 09,0342 0,16 0,0507 0,23 


sicher konstant fiir jede Zellart, wie aus Fig. 8B besonders 
hiibsch hervorgeht. Aber auch die berechnete Kurve der Fig. 7B 
folgt dem gewéhnlichen Pylorus-Grundtypus (vgl. Abhandl. [X) 
und die Abweichung von der experimentell gefundenen Kurve 
ist sicher nur auf einen Fehler zuriickzufiihren, der bei der Wahl des 
zum Vergleich gewahlten Bezirkes begangen wurde. Verglichen 
mit den Fundushauptzellen sind die Pylorushauptzellen 
sehr pepsinarm: deren Pepsingehalt ist 10mal geringer. Bei 
den anderen Zellarten ist der Unterschied kleiner (vgl. Tab. 2 
und 3). 

Die Frage nach einem etwaigen, aus dem Magensaft stammenden 


Pepsingehalt der Oberflichenschichten des Pylorus ist kaum so wichtig, 
wie man friiher geglaubt hat, wenn die auf S. 29 gegebene Berechnung 
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iiber den Pepsingehalt des Magensaftes stichhaltig ist. Ubrigens waren die 
meisten unserer Pylorusproben durch zuriickgelaufene Galle oberflichlich 
gelb gefirbt, was méglicherweise darauf schlieBen liBt, daB das dort be- 
findliche aktivierte Pepsin destruiert war. . 

f)Saure. Wie in Abhandl. X festgestellt, konnte in der Pylorus- 
schleimhaut keine Saiure nachgewiesen werden. 

y) Peptidase. Die Fig. 8B und 9B zeigen die Peptidase- 
kurven fiir Pylorus 5,, und 13. Die Peptidasefaktoren finden sich 
in Tab. 6. 

Tabelle 6. 





Pylorus| fPpe | PP-e),°10°) f Pan (PP-e-) 110" fPpx | (Pp-e-)yy °10° 
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(0,004) (0,03) 0,0279 0,23 0,0327 0,27 
wan an 0,0285 0,23 0,0335 0,27 





Sowohl Halshauptzellen als auch Hauptzellen sind 
Peptidasetrager; der Peptidasegehalt der Epithelzellen 
dagegen ist gering und unsicher. Der Unterschied zwischen 
HH- und H-Zellen ist nicht groB und deren Peptidasegehalt 
pro Zelle in beiden Magen identisch, was natiirlich auf einem 
Zufall beruhen kann. 

Die Anpassung der berechneten an die gefundenen Kurven 
ist in Anbetracht der Fehlerquellen sehr gut. Wir méchten 
darauf hinweisen, daB das Abfallen des rechten absteigenden 
Astes der berechneten Kurve auf Fig. 9B (Pylorus 13) wie ge- 
wobnlich auf zunehmende Einlagerung von Muskelgewebe zuriick- 
zufihren ist, weshalb wir die Faktoren so gewahlt haben, dab 
die Kurven durch Parallelverschiebung der berechneten Kurven 
nach rechts zu annahernder Deckung gebracht werden kénnen. 

Aus (pp. e.)q geht hervor, daB eine Pylorushauptzelle in 20 Minuten 
bei 30° 0,68mal ihr eigenes Gewicht an Alanylglycin spaltet; sie ist also 
ungefihr 5mal aktiver als eine Fundushauptzelle und wesentlich aktiver 
als ein Dendrasterei. 

Wir haben keine Grundlage dafiir finden kiénnen, den Lympho- 
cytanhaiufungen Peptidasegehalt zuzuschreiben, doch kann dieses 
Problem nicht mit Sicherheit entschieden werden, ohne sie frei- 
zulegen und isoliert zu untersuchen. 

0) Esterase. Wir weisen beziiglich dieses Enzyms auf den 
entsprechenden Abschnitt bei der Behandlung des Fundus hin. 
Méglicherweise kénnen die vorhandenen Gallenstoffe beim Pylorus 
einigen EKinfluB auf den Verlauf der Kurve in den oberen Epithel- 





: 
us 
7 


40 £K. Linderstrem-Lang, Heinz Holter und A. Seeborg Ohlsen, 


schichten (vgl. Fig. 7 und 8, Abhandl. XI) gehabt und das dort ge- 
fundene Maximum verursacht haben. Das gleich unter dieser 
Zone auftretende breitere Optimum ist wohl auf das hier reich- 
lich yorhandene interstitielle Gewebe zuriickzufiihren. 


3. Cardia. 


a) Zellverteilung. Auf Grund des inhomogenen Aufbaues dieser 
Magenregion haben wir hier keine Zihlungen durchgefihrt. Wir weisen 
nur auf das in der Einleitung iiber die Cardia Gesagte hin, woraus her- 
vorgeht, da8 die Zellverteilung im wesentlichen der des Pylorus gleicht, 
mit in der Oberfliche vorherrschendem Epithel und in der Basis vorherr- 
schenden Hauptzellen, Lymphocytanhiufungen treten hier zahlreich auf, 
ohne daB sie doch mit Sicherheit mit der gefundenen Enzymaktivitat in 
Zusammenhang gebracht werden kénnten. 

b) Enzymverteilung. Ein qualitativer Vergleich der Peptidase- 
kurven (Fig. 1, Abband]. XI) mit den Paraffinschnitten derselben Cardiaprobe 
zeigt, daB der Peptidasegehalt mit grober Wahrscheinlichkeit 
den Cardiahauptzellen zuzuschreiben ist. Ihre Aktivitit entspricht 
etwa der der Pylorushauptzellen, ist jedoch méglicherweise etwas geringer. 
Uber die Pepsin- und Esteraseaktivitit sind wir uns nicht in Einzelheiten 
klar geworden. Wir kénnen nur, wie schon friiher, den niedrigen Pepsin- 
gehalt hervorheben. Der Esterasegehalt entspricht dem des Pylorus, der 
Sduregehalt ist gleich Null. 


4. Duodenum. 


a) Zellverteilungskurven. Die Fig. 10A und 11A zeigen 
die Zellverteilung in 2 Duodenumproben. — In noch héherem 
Grad als bei Fundus und Pylorus hat hier das Oberflachen- 
epithel bei der Fixierung gelitten. Dies ist besonders bei Duo- 
denum 9, der Fall, das 11/, Monate nach der Entnahme der 
Schleimhaut aus dem Darm fixiert wurde, und ist wohl auf 
den ausgepragt schleimigen Charakter dieser Zellschicht und deren 
Mangel an festen Strukturelementen zuriickzufihren: Es geht dies 
so weit, daB die oberste Schleimhautschicht bisweilen nur aus 
strukturlosem Schleim ohne erkennbare zellulare Bestandteile 
bestehen kann (Duodenum 9,). Auch Zellausfall tritt hiufig auf, 
da die Befestigung einzelner Zellinseln (entstanden z. B. durch 
Durchschneidung der Darmzotten) auf dem Objekttrager ungemein 
schwierig mit voller Sicherheit zu erreichen ist. Aus diesen 
Griinden miissen die Zihlungen von Becher- und Zylinderzellen in 
den obersten Schnitten mit Vorbehalt aufgenommen werden. Sie 
sind sicher in unbestimmbarem Grade zu niedrig. 

Ansonsten haben wir zu den Kurven nur zu bemerken, dab 
die Abnahme der Zahl von Brunnerzellen gegen die Basis hin 


So | ©. 


Fig 
Ver 


P.E 








i? 2 


~~ *°§ © DM 


or Fe 





Beitrage zur enzymatischen Histochemie. XIII. 4] 


durch die Einlagerung der unteren Muskelschicht verursacht wird. 
Der allmahliche Ubergang von Brunnerzellen zu Becher- und 
Zylinderzellen ist damit zu erkliren, daB die Schnittebene nicht 
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Vig. 1OA. Duodenum 9r. Zellzahien. 
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Fig. 10B. Duodenum 9F Enzymaktivitit [Normales Schwein, Magen verarbeitet 7./11. 1933, 
Versuch angestellt 11./11. (Pepsin und Peptidase), vgl. Abh. IX Fig. 6 und Abh. XI Fig. 5). 


— Experimentell bestimmte Kurven, I Pepsin, III Peptidase 


— Aus den Zellzahlen der Fig. 10A berechnete Kurven; hierzu angenommen: 


P.E. Co (P.E.)p, = 0,0086- ng, ; 


(Pp.E.), = 0; 


Pp.E. 


FF 


(Pp.E.)¢ = 0,100-ng ; 
= <(Pp.E. 


(Pp. E.)p- = 0,0388- Der, 
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ganz parallel mit der muscularis-mucosae-Schicht liegt und infolge 
deren starker Faltung auch nicht liegen kann. Diese Schicht 
scheidet die Brunnerdriisen von den Lieberkiihnschen Drisen, 
und durchzieht, da sie schriig getroffen ist, die zum Vergleich 
herangezogenen Bezirke (S. 13) der Ubergangszone als ein mehr 
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Abstand von der Schleimhautoberfliache mm 
Fig. 11B. 


Fig. 11A. Duodenum 9,,. Zellzahlen. 


Fig. 11B. Duodenum 9). Enzymaktivitét. (Normales Schwein, Magen verarbeitet 7./11. 1933, 
Versuch angestellt 18./12. 1933 (Peptidase und Esterase), 
vgl. Abh. XI Fig. 6 und Abh. XII Fig. 9.] 
— Experimentell bestimmte Kurve, Peptidase 
— Aus den Zellzahlen der Fig. 11A berechnete Kurve, hierzu angenommen: 
(Pp.E.)g =0; (Pp.E.), = 0,079-ng; (Pp.E.)p, = 0,0250-ng,. Pp.E. = = (Pp.E.); 








Beitrige zur enzymatischen Histochemie. XIII. 43 


oder weniger breites Band, das die beiden typischen Zellgebiete 
voneinander scheidet (MM auf den Figuren). Mit zunehmender 
Tiefe wird das Gebiet der Becher- und Zylinderzellen mehr und 
mehr durch das der Brunnerzellen verdringt. — Zihlung mit 
Hilfe von Zeichnung der Bezirke und Planimetrierung. 

b) Enzymverteilungskurven. — «) Pepsin. In Abhandl. [X 
haben wir einen Versuch beschrieben, bei dem wir eine geringe 
Spaltung von Edestin bei p,, 2,1 mit Schleimhautschnitten aus 
dem Duodenum festgestellt haben. Kine Bestimmung des p,,- 
Optimums wurde nicht vorgenommen und wir kénnen daher diese 
wenig aktive Proteinase nur mit Vorbehalt als Pepsin bezeichnen. 
Die Enzymverteilungskurve (Fig. 10 B) ist im Becherzellengebiet 
sehr unsicher bestimmt; da aber deren Optimum mit dem Hiufig- 
keitsmaximum der Brunnerzellen zusammenfallt, haben wir in 
diesem Gebiet mit der Zahlkurve der Brunnerzellen als Grund- 
lage eine Enzymkurve berechnet. Der hierbei beniitzte Faktor fp», 
war 0,0086, entsprechend einem (p.e.)g, von 0,039 - 107%, also 
noch 4—6mal kleiner als der entsprechende der Pylorus- 
hauptzellen, denen die Brunnerzellen sonst sehr gleichen. Die 
gefundene und die berechnete Kurve stimmen nicht besonders gut 
iiberein, doch liegen die Abweichungen an der Fehlergrenze der 
Pepsinbestimmungen. 

8) Peptidase. Die Konstruktion einer Peptidaseverteilungs- 
kurve aus den Zellzahlen stéBt beim Duodenum auf die Schwierig- 
keit, daB in den Lieberkiihnschen Driisen zwei Hauptzellenarten 
auftreten, nimlich Becher- und Zylinderzellen, deren Anzahl parallel, 
aber nicht proportional variiert. AuBerdem sind besonders die 
Zylinderzellen nicht leicht zu zihlen, weshalb deren Einzelbeitrag 
zur Peptidaseaktivitat ungemein schwierig zu bestimmen ist. In 
beiden Versuchen (D9, und D9,, Fig. 10B und 11 B) hatte sich 
indessen gezeigt, daB man die beste Anpassung an die experimen- 
telle Kurve erhalt, wenn man den Beitrag der Becherzellen gleich 0 
setzt. Setzt man den Peptidasegehalt der Becherzellen gleich dem 
der Zylinderzellen, so ist die Anpassung viel schlechter, setzt man 
den der Zylinderzellen gleich 0, so ist sie noch schlechter. 

Die Verhiltnisse im Duodenum liegen daher folgendermaBen: 
Die Zylinderzellen enthalten Peptidase. Falls auch die 
Becherzellen Peptidase enthalten, so ist deren Gehalt 
zumindest wesentlich geringer. AuBerdem kann mit Sicher- 
heit gesagt werden, daB die Brunnerzellen Peptidase ent- 


halten. 
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Die Figuren zeigen die Anpassung der berechneten Kurven 
an die experimentell gefundenen. Die Umrechnungsfaktoren und 
die daraus sich ergebenden Werte fiir (pp. e.) sind auf Tab. 7 wieder- 


Tabelle 7. 

















Duodenum| / Ppp fPpc (pp.e.),,.- 10° f Pppr (pp.€.)p,* 10° 
9, 0 0,100 0,81 0,0388 0,32 
911 0 (0,079) (0,64) (0,0250) (0,20) 

















gegeben. Die Abweichungen von den gefundenen Kurven in den 
oberen Schleimhautschichten sind schon auf 8. 40 besprochen und 
erklart worden. 

Die Zahlen der Tab. 7 kénnten den Eindruck erwecken, daB der Pep- 
tidasegehalt der hier betrachteten Zellarten innerhalb desselben Duodenums 
von Ort zu Ort variiert, da aber D 9,, nach 1'/, Monate langem Aufbewahren 
untersucht wurde und in dieser Zeit selbst bei —10° eine Destruktion von 
Peptidase sehr wohl denkbar ist, so sind die Zahlen fiir D 9,, als unsicherer 
zu betrachten als die fiir D9,, und daher in Klammern gesetzt worden. 

Wiahrend der Peptidasegehalt der Brunnerzellen ungefahr dem 
der Pylorushauptzellen gleicht, ist der der Zylinderzellen unter 
den angefiihrten Voraussetzungen 3mal so groB. Diese Zellen 
zeigen daher die gréBte von uns bis jetzt angetroffene Peptidase- 
aktivitit. Es war unméglich, deren Volumen und Gewicht auch 
nur angenihert zu bestimmen, da sie aber wesentlich kleiner sind 
als Becher- und Brunnerzellen, kann man annehmen, da8 sie in 
20 Minuten bei 30° zumindest das Doppelte ihres Gewichtes an 
Alanylglycin spalten. Leider verhinderten die von uns angewandten 
Farbemethoden ein Kingehen auf ihre Beziehungen zu den in der Lite- 
ratur viel besprochenen Panethschen Zellen, wir vermuten aber, daB 
sie der Sitz von jedenfalls einem Teil der Peptidasesekretion des 
Duodenums sind. 

Uber das Verhalten der Lymphocytanhiufungen kénnen wir 
uns nicht fuBern. Wir haben keine Anzeichen fiir eine irgend- 
wie betrichtliche Peptidasewirksamkeit derselben gefunden. 

vy) Esterase. Wie die Fig. 9 der Abhandl. XII zeigt, ist die 
Esteraseverteilungskurve von der Peptidasekurve ungemein ver- 
schieden. Die obersten Schichten von D9, die wir als struktur- 
losen Schleim bezeichnet haben, besitzen eine sehr hohe Esterase- 
aktivitat. Die Ursache des ersten Optimums ist méglicherweise 
eine Aktivierung durch Beimischung von Galle oder das Auftreten 
von Pankreasenzym. Beim tieferliegenden zweiten Optimum kann 
man von diesen Kinfliissen absehen. Wir halten es fiir wahr- 





han 
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scheinlich, daB die Becherzellen und das interstitielle Gewebe 
hier der Sitz der Esterase sind. Auch die Brunnerzellen enthalten 
vermutlich dieses Enzym. 


Zusammenfassung. 


1. Gewebeproben aus der frischen Schleimhaut des Schweine- 
magens wurden mit dem Gefriermikrotom in der Schleimhautober- 
fliche parallele Scheibchen von 2,5 mm Durchmesser und meist 
25—50 w Dicke zerlegt, in Schnittserien, die die ganze Dicke der 
Schleimhaut umfaBten. In diesen Scheibchen wurde mit Hilfe der 
von uns beschriebenen Mikromethodik durch direkte enzymatische 
Untersuchung die Variation der Aktivitit verschiedener Enzyme 
— Pepsin, Peptidase und Esterase — von der Schleimhautober- 
fliche bis zu deren muskuléser Basis, der muscularis mucosae 
bestimmt. Die Untersuchung umfaBt die 3 Magenregionen Cardia, 
Fundus und Pylorus, sowie als Ergiinzung den obersten Teil des 
Duodenums (Abhandl. [X, XI und XII), 


2. Durch ein iihnliches Verfahren wurde die Variation der 
Aciditét in der Schleimhaut von Cardia, Fundus und Pylorus 
bestimmt (Abhandl. X). 


3. Durch Kontrollversuche wurden die Anwendbarkeit der 
Methodik und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse soweit als 
méglich sichergestellt. Vor allem wurde festgestellt, a) daB die 
Wechselwirkung zwischen dem in den Schnitten enthaltenen Enzym 
und der umgebenden Substratlésung in allen Fallen ohne Stérung 
durch Diffusionsschwierigkeiten verliuft, b) da8 die Enzyme, falls 
sie im Gewebe in inaktiver Form auftreten, bei der Unter- 
suchung in einen definierten Aktivierungszustand versetzt werden, 
den wir als unter den vorliegenden Bedingungen maximal betrachten 
miissen, AuBerdem wurde dafiir Sorge getragen, dab die Enzyme, 
soweit sie zur Instabilitit neigen, unter Bedingungen untersucht 
wurden, die deren Destruktion soweit als méglich verhinderten 
(Abhandl. IX, XI und XII). 


4, Durch passende Wahl der Versuchsbedingungen sowie 
durch Kontrolluntersuchungen haben wir uns erforderlichenfalls 
dagegen gesichert, da8 andere Enzyme als das zu untersuchende 
auf das angewendete Substrat meBbar einwirkten (Untersuchung 
der p,-Abhingigkeit der Pepsinwirkung; Pepsin—Kathepsin, Ab- 
handl, TX). 

5. Durch besondere Versuche wurde die Art der Umrechnung 
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der gefundenen Enzymaktivititen auf Knzymmengen festgelegt 
(Abhandl. IX, XI und XII). 

6. Die Ergebnisse der Enzymverteilungsuntersuchungen sind 
in der zusammenfassenden Fig. 12 an ausgewahlten Beispielen 
wiedergegeben. 

7. Es wurde gezeigt, da8 nur das Pepsin der tieferen Schichten 
der Fundusschleimhaut sich mit 30°/,igem Glycerin bei 20° extra- 
hieren laBt. Dagegen wird das Pepsin aller daraufhin unter- 
suchten Geweberegionen (Pylorus und Fundus) durch salzsaures 
Edestin quantitativ extrahiert (Abhandl. IX). 

8. Es wird eine kurze Ubersicht iiber die fiir uns wesent- 
lichen EKigentiimlichkeiten des histologischen Aufbaues der Schleim- 
haut des Schweinemagens — und als Ergiinzung des Duodenums — 
gegeben (Abhandl. XIII). 

9. Parallel mit der enzymatischen wurde eine histologische 
Untersuchung des Schleimhautgewebes in verschiedenen Tiefen 
durchgefiihrt, und zwar in dem die enzymatisch untersuchten Ge- 
webeproben unmittelbar umgebenden Gewebe. Diese Unter- 
suchung bezweckte die Anzahl der vorherrschenden parenchymalen 
Zellarten pro Volumeinheit in bestimmten Tiefen der Schleim- 
haut zu bestimmen und sie mit dem in gleicher Tiefe gefun- 
denen Gehalt an den verschiedenen Knzymen (und Siéure) zu ver- 
gleichen, um auf Grund dieses Verfahrens den verschiedenen 
Zellarten bestimmte enzymatische Eigenschaften zuteilen zu kénnen 
(Abhandl. XIII). 

10. Im AnschluB daran wird eine Ubersicht iiber das an- 
gewandte Zellzihlungsprinzip und die wesentlichsten Fehlerquellen 
gegeben. 

11. Die Kurven, die die Variation der Anzahl der verschie- 
denen Zellarten mit dem Abstand von der Schleimhautoberfliche 
darstellen, wurden auf Enzymverteilungskurven umgerechnet mit 
Hilfe spezifischer, fiir jede Zellart in einem bestimmten Gewebs- 
stiick konstanter Faktoren f, die derart bestimmt wurden, dab 
die Anpassung an die fiir das betrefiende Gewebsstiick gefundenen 
Enzymverteilungskurven médglichst vollstaindig war. Diese Fak- 
toren stellen das Verhiltnis der Enzym(Siure)-Menge im zum 
Enzymversuch gebrauchten Gewebevolumen zur Zellanzahl pro 
Volumeinheit dar, und kénnen mittels einfacher Division durch 
das Gewebevolumen (Volumen der Schnitte) auf den Enzymgehalt 
pro Zelle umgerechnet werden. Auf Fig. 12 sind die Zellarten 
angegeben, welche Traiger der gefundenen Enzyme sind, und in 
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Tab. 8 ist der Enzymgehalt (und Saiuregehalt) pro Zelle angefiihrt. 
Die Zahlen hierfiir sind bei quantitativ etwas zweifelhaften Ergeb- 
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(Bezeichnung der Zellarten vgl. Tab. 8, S. 48). 


nissen eingeklammert, und durch qualitative Angaben (+, + +) er- 


setzt, wo 


Aus Platzriicksichten wird auf eine eingehendere Beschreibung 
der Ergebnisse — iiber die Darstellung in Fig. 12 und Tab. 8 
hinaus — in der Zusammenfassung verzichtet. 


quantitative Untersuchungen unméglich waren. 


Relative Enzymmenge —> 
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Ubersichtstabelle 8. 























Cardia 
HCl . 0 
Pepsin . | E+H posi- 
tiv, aber 
klein 
Peptidase | E=0_ 
H wie im 
Pylorus 
Esterase . | I= + 
E=++ 
H= + 











I = Interstitielles Gewebe, 
E = Epithelzellen, 

HH = Halshauptzellen, 
H = Hauptzellen, 


Die Zahlen bedeuten: 
Siurenormalitit in den Deckzellen. 


HCl: 
Pepsin: 


Peptidase: 


SchlieBlich wiinschen wir den vielen, die uns bei der Aus- 
fiihrung dieser Arbeit unterstiitzt haben, herzlichst zu danken; 
vor allem Herrn Professor Dr. 8. P. L. Serensen fiir das uns 
Wir méchten darauf hinweisen, dab 
es nur seiner und Oberarzt Dr. Meulengrachts liebenswiirdigen 
Vermittlung zu danken ist, daB die Zusammenarbeit von Chemiker 
und Histologen, die uns die Ausfiihrung unserer Pline ermdglichte, 
kam. Wir danken hierfiir auch Herrn Dr. Meulen- 


stets bewiesene Interesse. 


zustande 


Anzahl von Pepsineinheiten pro Zelle multipliziert mit 1000. 
Eine Pepsineinheit ist in 7-10~* mg Parke-Davispepsin (1 : 10000) 
enthalten und spaltet in 14 cmm einer 2°/, igen salzsauren Lésung 
von Edestin (Anfangs-p;; 2,1) 0,63+10~* Milliiiquivalente Peptid- 




















Pylorus Duodenum 
0 0 
E=0,07-0,11 | C=etwa 0 
HH=0,09-0,16 | B=etwa 0 
H=0,14-0,23 | Br=0,04 


E= (0,03) 
HH = 0,23-0,23 
H =0,27-0,27 
[= + 
K= ++ 
HH= + 
H= + 





C=(0,64)-0,81 


fn 
C+B=(+) 
E=++ 


D = Deckzellen, 

C = Zylinderzellen, 
B = Becherzellen, 
Br = Brunnerzellen. 


bindungen in 2 Stunden bei 40°. 


Anzahl von Peptidaseeinheiten pro Zelle, multipliziert mit 1000. 
Eine Peptidaseeinheit spaltet in 14 cmm einer 0,1-molaren Alany!- 
glycinlésung von pq7,5 0,5-10~* Milliiquivalente Peptidbindungen 


in 20 Minuten bei 30°. 


gracht bestens, 
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Auch den Herren Prosektor Dr. Vimtrup, Dr. Bent Andersen 


und Dr. Okkels schulden wir Dank fir deren Hilfe bei der Aus- 
wahl und Durcharbeitung der iiberwiltigenden Literatur: ebenso 
Herrn stud. Ole Gry, der uns bei vielen Bestimmungen aufs 
beste unterstiitzt hat. 
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Uber die Konstitution der Auxine a und b. 
10. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe). 


Von 


Fritz Kégl und Hanni Erxleben. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Rijks-Universitaét Utrecht.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1934.) 


Nachdem wir in friiheren Mitteilungen dieser Reihe die Iso- 
lierung, die chemischen Eigenschaften und die Physiologie der 
Auxine a und b behandelt haben, wird in der vorliegenden Arbeit 
die Konstitutionserforschung dieser Verbindungen besprochen. 
Vorberichte iiber diesen Teil unserer Arbeit sind bereits in Vor- 
trigen?) gebracht worden. 

Nach den in der 5. Mitteilung*) angefiihrten Befunden ist 
Auxin-a eine monocyclische, einfach ungesiittigte Trioxy-carbon- 
siure der Formel C,,H,,O,, wahrend im Auxin-b nach der 
9, Mitteilung eine monocyclische, einfach ungesittigte Oxy-keto- 
carbonsiure der Zusammensetzung C,,H,,O, vorliegt. Beide Auxine 
zeigen die Erscheinung der Mutarotation, und wir haben bereits 
friiher darauf hingewiesen, daB diese durch die Kinstellung eines 
Gleichgewichts zwischen den freien Siuren und ihren Lactonen 
hervorgerufen wird. Aus dem zeitlichen Verlauf der Mutarotation 
schlossen wir, daB es sich um die Bildung von d-Lactonen handelt. 
Da die Entstehung eines y-Lactons vor der eines d-Lactons wohl 
bevorzugt wire, darf man dann ferner annehmen, daB das zum 
Carboxyl y-stindige Kohlenstoffatom der beiden Auxinmolekiile 
keine Hydroxylgruppe trigt. 

Im Laufe von drei Jahren haben wir insgesamt 700 mg 
aktive Krystallisate in Hiinden gehabt; hiervon mufte ein be- 


1) 9. Mitteilung, Diese Z. 225, 215 (1934). 

*) Vgl. Z. angew. Chem. 46, 469 (1933) (Vortrag in Wiirzburg am 9. 6. 
1933). British Association Report 1933, S. 600 (Vortrag in Leicester am 
8. 9. 1933). Vortrag auf dem IX. Internationalen Kongress fiir reine und 
angewandte Chemie in Madrid am 9. 4. 1934, vgl. Referat Z. angew. Chem. 
47, 358 (1934). 

5) 5. Mitteilung, Diese Z. 216, 31 (1933). 
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trichtlicher Teil fiir die Darstellung der funktionellen Derivate 
und fiir physiologische Versuche verbraucht werden, so da8 fiir 
den Abbau etwa 380 mg zur Verfiigung standen. 

Nachdem ein Vorversuch gezeigt hatte, daB Auxin-a mit 
Kaliumpermanganat in sodaalkalischer Lésung schon in der Kilte 
leicht angegriffen wird, haben wir in quantitativen Versuchen 
Auxin-a sowie Auxin-a-lacton in Mengen von etwa 25 mg 
dieser Oxydation unterworfen. Die Hauptreaktion ist nach einem 
Verbrauch von sechs Atomen Sauerstoff beendet. Die Aufarbeitung 
lieferte nur eine Siéurefraktion, als deren Hauptbestandteil eine 
schén krystallisierende, optisch aktive Siure vom Schmelzp. 129° 
isoliert werden konnte. Mikroanalysen und Molekulargewichts- 
bestimmung fiihren zur Formel C,.H,,0,; aus dem Ergebnis der 
Titration und aus der Analyse des p-Phenyl-phenacyl-esters 
(C,,H,,0,) ist auf das Vorliegen einer Dicarbonsaure zu schlieBen. 

Unter der Voraussetzung, daf das Auxinmolekiil bei der 
Oxydation mit Kaliumpermanganat an der Stelle der Doppel- 
bindung gesprengt worden ist, wird man vermuten, da eines der 
Carboxyle der C,,-Dicarbonsiure dem urspriinglichen Auxin- 
carboxyl entspricht. Diese nichstliegende Annahme stéBt aber 
bei weiterer Uberlegung sofort auf Schwierigkeiten; wie oben er- 
wihnt, trigt Auxin-a wahrscheinlich in 0-Stellung zum Carboxyl 
eine alkoholische Hydroxylgruppe; da unsere Abbausaure dieses 
Hydroxyl nicht mehr enthalt, mu es sich am abgespaltenen 
C,-Rest befunden haben. Wenn man nicht einen Lactonring mit 
mehr als sechs Ringgliedern annehmen will, kommt man zu einer 
Formulierung, nach welcher die C,,-Dicarbonsiure eine substi- 
tuierte Malonsiiure sein mite: 


A 
“a cK y //800H 
R—HC « 75C > R—CH 
\cooH HO” \cooH 


Sie lieB sich jedoch 100° iiber ihren Schmelzpunkt erhitzen, 
ohne daS8 Abspaltung von CO, eintrat. Befiinde sich die Doppel- 
bindung in a, f-Stellung, so hitten wir beim Abbau eine «-Keto- 
siure erhalten miissen; zwischen y und 0 kann sie sich ebenfalls 
nicht befinden, da Auxin-a in diesem Falle eine enolische 
Hydroxylgruppe enthalten wiirde; wir nahmen deshalb an, dab 
die beiden Carboxyle der Abbausiiure bei der Oxydation neu 
entstanden sind, wihrend das urspriingliche Auxincarboxyl dem 
abgespaltenen C,-Rest angehért. Dies wire méglich, wenn sich 
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die Doppelbindung im Ring befindet und die C,-Seitenkette von 
der Doppelbindung abzweigt. 

Zur Priifung dieser Auffassung haben wir Dihydro-auxin-a 
in Kisessiglésung mit Chromtrioxyd oxydiert. Der Versuch ist 
zweimal mit dem gleichen Ergebnis durchgefiihrt worden; es ent- 
steht neben Oxalsiure ein neutrales, optisch-aktives Oxydations- 
produkt, das in Form des krystallisierten p-Nitro-phenylhydrazons 
isoliert werden konnte. Aus den Mikroanalysen dieses Derivates 
liBt sich fiir das Abbauprodukt die Formel C,,H,,0 ableiten; 
die iiblichen Aldehydreaktionen verliefen negativ, es muB sich 
also um ein Keton handeln. Auch bei dieser Oxydation sind 
die im Auxinmolekil vorhandenen Sauerstoffatome; mit der Ab- 
spaltung des C,-Restes verschwunden, offensichtlich ist , das 
der C,,-Dicarbonsiure entsprechende Ringketon, entstanden. Die 
drei Hydroxylgruppen des Auxin-a-molekiils sind also sicher 
nicht iiber das ganze Molekiil verstreut, sondern in einem Bezirk 
von fiinf Kohlenstoffatomen lokalisiert. Wie schon erwihnt, be- 
findet sich in dieser C,-Kette eine Hydroxylgruppe wahrscheinlich 
in d-Stellung zum Carboxyl, die y-Stelle diirfte hydroxylfrei sein, 
so daB also fiir die beiden letzten Oxygruppen nur mehr die 
Stellen @ und f iibrig bleiben. 

Fiir die Aufklarung der Beziehungen zwischen Auxin-a 
und Auxin-b war es von grofer Wichtigkeit, daB Auxin-b 
bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat ebenfalls eine Di- 
carbonsdiure ©,,H,,O, liefert, die auch in optischer Hinsicht mit 
der aus Auxin-a erhaltenen vdllig identisch ist. Die soeben 
angefiihrten Betrachtungen iiber den Bau von Auxin-a sind also 
auf Auxin-b zu ibertragen. Der C,-Rest enthilt auch hier 
eine Hydroxylgruppe in 0-Stellung: aus der leichten Abspaltung 
von CO, beim Erhitzen iiber den Schmelzpunkt haben wir friiher 
bereits den Schlu8B gezogen, daB Auxin-b eine f-Ketosiure ist. 
Nach diesen Darlegungen laB8t sich fiir die Konstitution und 
den Abbau ~ ee “pies folgendes ane < aufstellen: 


oes _¢-C-C00H 7 i —o-- ea —C—COOH 
ee dn dudu i CH bu 6 








—é -a - siiaien tri-ol-siure) Auxin-b (Auxen-ol-on-siure) 
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y \COOH 
COOH 


Dicarbonsiure C,,H,,O, 
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= 2 pon -C—cry, ~C—0—cooH _, \s* yp 
i 4 bu bu on J 5 er 4 


Dibydro-auxin-a Keton C,,H,,O 


Da die C,,-Dicarbonsiiure im Gegensatz zum C,,-Keton schin 
krystallisiert und in guter Ausbeute erhalten werden kann, war 
sie natiirlich das gegebene Ausgangsmaterial fiir die weitere Kon- 
stitutionserforschung der Auxine. Zunichst mubBte festgestellt 
werden, wie weit die beiden Carboxyle dieser Siure vyoneinander 
entfernt waren; eine Malonsiuregruppierung war. schon friher 
ausgeschlossen worden. Nachdem Modellversuche an der @-n- 
Heptyl-adipinsiure und der #-n-Heptyl-adipinsiure gezeigt hatten, 
daB die Blanesche Reaktion noch mit 10—20 mg Substanz ein- 
wandfreie Ergebnisse liefert, wurde diese Reaktion auch mit der 
Abbausiure durchgefihrt. Nach der Behandlung der Siure mit 
siedendem Essigsiureanhydrid wurde dieses entfernt und der 
Riickstand in einem hochevakuierten Schenkelréhrchen bei 
250—310° destilliert. Aus der Abbausiiure entstand hierbei kein 
Brenzketon, sondern ein Saureanhydrid. Saureanhydridbildung 
bei der Blancschen Reaktion ist bei Glutar- und Bernstein- 
siuren die Regel, bei Adipinsiuren die Ausnahme!), In Zusam- 
menhang mit der vorhin angefiihrten Arbeitshypothese schien es 
uns nunmehr am wahrscheinlichsten, daf8 wir eine substituierte 
Glutarsiiure in Hiinden hatten, und die Auxine demnach einen 
Fiinfring enthalten. Abgesehen von den optischen Isomeren gibt 
es mehr als 1200 strukturisomere Glutarsiuren der C,,-Reihe; 
synthetische Versuche waren also in diesem Stadium unserer 
Arbeit wenig aussichtsreich, man muBte vielmehr versuchen, 
durch weiteren Abbau der C,,-Siure zu bekannten Verbindungen 
zu gelangen. Hierfiir schienen mindestens 500 mg Substanz ndtig, 
zu deren Gewinnung man 1 g krystallisiertes Auxin hatte ver- 
arbeiten miissen. Die Beschaffung dieser kostbaren Materialmenge 
war uns jedoch trotz vielfacher Bemiihungen nicht méglich, wir 
konnten fiir unser Ziel nur 90 mg der C,,-Siiure einsetzen. 

Unser Arbeitsplan bestand darin, die Dicarbonsiure von 
zwei Seiten aus um je ein Kohlenstoffatom zu kiirzen. Die von 
H. Wieland beim Abbau der Seitenkette der Cholansiure?) an- 
gewandte Methode wiire fiir unsern Fall wahrscheinlich zu material- 





1) Vel. F. Vocke, Liebigs Ann. 508, 1 (1933); dort auch weitere Lite- 
raturangaben. *) Diese Z. 161, 80 (1926). 
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raubend gewesen. Seither ist durch R. Criegees+) schénes 
Verfahren der Glykolspaltung eine andere Methodik der Ketten- 
verkiirzung méglich geworden. Wie zuerst von H. O. L. Fischer?) 
gezeigt wurde, kann man nimlich auch e@-Oxysauren bzw. ihre 
Ester nach der Grignardierung mit guter Ausbeute der Glykol- 
spaltung unterwerfen. Der Anwendungsbereich dieser Methode 
wurde dann von P. Karrer*) und Mitarbeitern wesentlich er- 
weitert, indem Dicarbonsiuren (Perhydro-norbixin bzw. Perhydro- 
crocetin) tiber die «, a’-Dibromsiiuren in die «,«’-Dioxy-dicarbon- 
siuren tibergefiihrt wurden; aus diesen entstehen nach Veresterung 
und Grignardierung Doppelglykole, die der Criegeeschen Spaltung 
unterworfen werden. Diese Reaktionsfolge schien auch in unserem 
Falle erfolgversprechend. 

Bei der geringen Substanzmenge, die uns zur Verfiigung 
stand, war es selbstverstindlich nicht méglich, diesen ganzen Weg 
mit der normalerweise erforderlichen analytischen Kontrolle jeder 
Zwischenstufe durchzufiihren, wir muB8ten vielmehr alles daran 
setzen, wenigstens fiir die Analyse der entscheidenden Endprodukte 
geniigend Material iibrig zu halten. Natiirlich haben wir uns 
zunachst an einem Modellversuch (mit Di-n-butyl-glutarsiure) 
davon iiberzeugt, daB der Abbau unter den gegebenen Verhiilt- 
nissen auch mit nicht einwandfrei gereinigten Zwischenstufen 
erwartungsgemaB verlauft. 

Bei der Einwirkung von rotem Phosphor und Brom auf 
unsere Abbausiure entstand ein schén krystallisierendes Bromie- 
rungsprodukt, das nach der Analyse zwei Atome Brom enthielt. 
Die Bildung einer Dibrom-dicarbonsiure zeigt, daB die den 
Carboxylen benachbarten Kohlenstoffatome nicht quartiir sind. 
Bei der Behandlung der wiSrigen Liésung der Dibrom-dicarbon- 
siure mit Silberoxyd entstand das Silbersalz der Dioxy-dicarbon- 
siure, das wir nach griindlichem Trocknen unmittelbar mit Methyl- 
jodid in den Diester umwandeln konnten. Die beiden nichsten 
Stufen, die Grignardierung und die Glykolspaltung, lieBen 
sich analog der von Karrer beschriebenen Arbeitsweise durch- 
fiihren. 





1) Ber. chem. Ges. 64, 260 (1931); Liebigs Ann. 495, 211 (1932); 
Ber. chem. Ges. 65, 1770 (1932); Liebigs Ann. 507, 159 (1933). 

2) Ber. chem. Ges. 65, 1009 (1932). 

3) Helvet. chim. Acta. 15, 1399 (1932); vgl. hierzu auch die direkte 
Oxydation von «-Oxysiuren mit Bleitetraacetat, H. Oeda, Bull. chem. Soc. 
Jap. 9, 8 (1934). 
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Von den zahlreichen Formeltypen, die fiir unsere C,,-Di- 
carbonsiure méglich waren, sind in der folgenden Ubersicht 
vier herausgegriffen. In Fall I wird eine «e, «’-disubstituierte, 
in Fall IT eine a, 8-disubstituierte, in Fall III eine £, f-disubsti- 
tuierte Glutarsiure angenommen, wihrend in Fall IV der Reak- 
tionsverlauf fiir eine a, «’-disubstituierte Bernsteinsiure gebracht 
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wird. Das Vorliegen einer Bernsteinsiiure hielten wir zwar nicht 
fir wahrscheinlich, immerhin war es aber experimentell noch 
nicht véllig ausgeschlossen. 

Bei der Spaltung des Doppelglykols mit Bleitetraacetat ent- 
stand ein farbloses, optisch-aktives Produkt; aus der Farb- 
losigkeit war bereits zu folgern, daB es sich nicht um ein 1,2- 
Diketon (Fall IV) handeln konnte — aliphatische 1,2 -Diketone 
sind ja durchwegs gelb gefirbt. 
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Auch die Konstitution einer /, §-disubstituierten Glutarsiure 
(Fall ITT) lieB sich ohne weiteres ausschlieBen. Unser Oxydationspro- 
dukt gibt nimlich mit Eisenchlorid eine intensive Rotfirbung, die auf 
eine Enolgruppierung zuriickgefiihrt werden muB; ein dialkylierter 
Malonsiure-dialdehydkann jedoch keineEnolisierung zeigen. Uberdies 
verlief die Reaktion auf Aldehyd mit fuchsinschwefliger Saure negativ. 

Sehr viel schwieriger war es nun, zwischen den Fiillen [| 
und II zu entscheiden, nach welchen ein 1,3-Diketon bzw. ein 
Oxy-methylen-keton der C,,-Reihe vorliegen konnte. Von dieser 
Entscheidung hing jedoch wahrscheinlich der Enderfolg ab, 
denn im ersten Fall mufSte man fiir den weiteren Abbau eine 
Alkalispaltung ausfiihren, wihrend bei einem Oxy-methylen-keton 
zuerst eine Oxydation zum 1,2-Diketon der C,,-Reihe notwendig 
war. Aus der Literatur war zu entnehmen,-daB Oxy-methylen- 
ketone im allgemeinen etwas stirker sauer sind als 1,3-Diketone 
und sich z. B. schon in sehr schwachem Alkali lésen. Unser 
Oxydationsprodukt war in n/10-Kalilauge nicht léslich und wir 
vermuteten deshalb, daB wir ein 1,3-Diketon in Hianden hatten. 
Das Ergebnis der Alkalispaltung hat diese Vermutung in der 
Tat bestitigt. Nach °/,stiindigem Kochen mit 20°/,iger wib- 
riger Kalilauge zeigte eine angesiuerte Probe keine Kisenchlorid- 
reaktion mehr. Die Aufarbeitung der Reaktionsprodukte ergal 
erwartungsgemiB eine saure und eine neutrale Fraktion. Durch 
vergleichende Gerachsproben konnte man bereits mit einiger 
Wahrscheinlichkeit folgern, daB die entstandene Siure mehr als 
vier Kohlenstoffatome und das entstandene Keton mehr als 
fiinf Kohlenstoffatome enthielt. Beide Verbindungen zusammen 
muBten elf Kohlenstoffatome besitzen. Die Saurefraktion wurde 
neutralisiert und mit p-Phenyl-w-brom-acetophenon umgesetzt. 
Es entstand ein gut krystallisierter, optisch-aktiver Ester, der 
nach der Mikroanalyse die Zusammensetzung C,,H,,0, besab. 
Hieraus folgte, daB bei der Spaltung eine Valeriansiiure — und 
zwar wegen der optischen Aktivitit die e-Methyl-buttersiure (I) 


entstanden war. Herr H. S. Visser hat daraufhin die rechts-. 


drehende «-Methyl-buttersiiure nach den Angaben von Marck- 
wald?) dargestellt und daraus den p-Phenyl-phenacylester bc- 
reitet. Diese Verbindung gab mit dem Ester der Spaltungssiure 
keine Schmelzpunktserniedrigung ’). 





1) Ber. chem. Ges. 35, 1595 (1902); 37, 1038 (1904). 
*) Auch der racemische Ester der a-Methyl-buttersiure ergab keine 
Schmelzpunktsdepression, wohl aber die Ester der anderen Valeriansiuren. 
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Die Ketonfraktion lieferte ein krystallisiertes m-Dinitro-phenyl- 
hydrazon, das nach der Analyse die Zusammensetzung C,,H,,0,N, 
besitzt, sich also von einem Hexanon ableitet. Bei der Spaltung 
der 1,3-Diketone muB sich ein Methylketon, in unserem Falle ein 
Methyl-butyl-keton bilden, von dem es vier Strukturisomere gibt. 
Pinakolin schied wegen seines campherartigen Geruches von vorn- 
herein aus, so daB8 noch das Methyl-n-butyl-, Methyl-iso-butyl- 
und Methyl-sek.-butyl-keton in Frage kam. Unser Rohketon war 
optisch inaktiv, trotzdem glaubten wir, das zuletzt genannte Hexa- 
non nicht ausschlieBen zu diirfen, da bei der Alkalispaltung 
unseres 1,3-Diketons mit einer Racemisierung’) am «-Kohlenstoff- 
atom zu rechnen war. In der Tat besaB das m-Dinitro-phenyl- 
hydrazon des synthetisch dargestellten Methyl-sek.-butyl-ketons (I) 
den gleichen Schmelzpunkt wie das Hydrazon unseres Spaltungs- 
ketons und gab auBerdem mit diesem keine Schmelzpunktsernied- 
rigung. Zur Sicherheit haben wir noch die Dinitro-phenyl-hy- 
drazone der anderen Methyl-butyl-ketone dargestellt; sie waren 
von unserem analytischen Produkt deutlich verschieden. 

Aus dem Ergebnis unseres Abbaus folgt, daB das C,,-Diketon 
die Formel (III) eines 3,7-Dimethyl-nonadion-4,6 besitzt; demnach 
muB der C,,-Saiure die Formel (IV) einer «,«’- Di-sek.-butyl-glutar- 
siure zugeschrieben werden, welche die charakteristischen Isopren- 
verzweigungen enthilt. 


CH, CH, CH, 
I CH,—CH,—CH—COOH I Co—CH—CH,—CH, 
CH, CH, CH, 
III CH,—CH,—CH—co-—— ~-cO—CH—CH,—CH, 
cH, cH, CH, 
IV CH,—CH,—CH—CH-— ~>-~CH—CH—CH,—CH, 
‘SooH HOOG 


Auf den struktursymmetrischen Bau der C,,-Siure hatten wir 
bereits friiher aus der Tatsache geschlossen, dab bei der Alkali- 
spaltung nicht eine zweite Saéure und ein zweites Keton isoliert 
werden konnten. 

Obschon wir die zweite Hilfte des C,,-Diketons in Form 
des racemischen Methyl-sek.-butyl-ketons erhalten haben, liBt sich 


1) Vgl. W. Hiickel, Z. angew. Chem. 39, 842 (1926). 
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doch durch eine Modellbetrachtung eine Aussage iiber die Konfigu- 
ration an der zweiten Methylverzweigung machen. Wenn die 
,Ketonhilfte* im Gegensatz zur ,,Siurehilfte* die entgegengesetzte 
Konfiguration besiBe, ware unser 1,3-Diketon eine Mesoform, die 
bei der Alkalispaltung racemische a-Methyl-buttersiure liefern 
miBte. Aus der Bildung der rechtsdrehenden a@-Methyl-butter- 
siure folgt also ohne weiteres, daf die ,,Ketonhialfte“ die gleiche 
Konfiguration besitzt. In den unten angefihrten Projektions- 
formeln der a@,a’-Di-sek.-butyl-glutarsiiuren haben wir in den 
Formeln V, VIIa, b und X bei den Methylverzweigungen ent- 
gegengesetzte Konfiguration; diese Formeln kommen fiir unsere 
C,,-Saure nicht in Betracht, da sie das C,,-Diketon in der Meso- 
form liefern wiirden. Da durch die Isolierung der rechtsdrehen- 
den a-Methyl-buttersiure die Konfiguration an den Methylver- 
zweigungen festgelegt ist, kommen fiir unsere C,,-Glutarsiure 
nur mehr je eine Form der Antipodenpaare VI, VIII und IX in 
Frage. Die Synthese dieser stereoisomeren Siuren haben wir in 
Angriff genommen. 


C,H, C,H, C,H, C,H, C,H, 
H-C_CH, H-C-CH, H,0-O-H 1-O-CH, H,C-C-H 
H--COOH -H-G-COOH HOOC-C-H H-G-COOH HOOC-C- 

Gn, bu, bu, bu, OH, 
H-C-COOH H-G-COOH HOOC-C-H 000-¢-H 1-G-004 
H-G-CH, H,C-C-H H-C-CH, H-C-CH, H,C-C-H 

bu, OH, bu, bu, bi 

Vv Via b Vila b 

CH, C,H, C,H, C,H, C,H, 
H-C-CH, H,0-C-H H-C-CH, H,C-C-H H,C-- 
H-¢-COOH Hooc-C-H  Hooc-C-H HCOOH -H-G-00 

bn % ane 

H00C-C-H H-G-COOH _H-C-COOH HOOC-C-H H-0-00 
H,C-C-H H-G-CH, H,0-C-H H-C-CH, H,C-C-H 

CH, OH, bu, bn, C,H, 

Villa b IXa b Xx 
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Im Sinne der im Anfang dieser Mitteilung entwickelten 
Arbeitshypothese iiber die Ringstruktur und die Anordnung der 
C,-Seitenkette ergibt sich nach unserem neuen Hinblick in die 
Konstitution der C,,-Glutarsiure fiir Auxin-a die Formel (XI) 
und fiir Auxin-b die Formel (XII). 
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Um auch der bisher nicht in Substanz gefaBten C,-Seiten- 
kette habhaft zu werden, sind wir bei der neuen Gewinnung der 
C,,-Glutarsiure nicht von Auxin-b selbst, sondern von seinem 
Acetalisierungsprodukt ausgegangen. Bei der Permanganatoxydation 
sollte der C,-Rest dann das Acetal der Aceton-dicarbonsiure?) liefern. 
In der Tat konnten. wir aus der Mutterlauge der C,,-Dicarbonsiure 
einige Milligramme einer Dicarbonsiure vom Schmelzp. 137° iso- 
lieren, der nach Analyse und Titration die Formel C,H,O, zu- 
kommt. Die Siéure enthielt also auBer den Carboxylen iiber- 
raschenderweise kein Sauerstoffatom; in Ubereinstimmung mit der 
Zusammensetzung besitzt sie ungesittigten Charakter (Entfirbung 
von Permanganat). Nach ihren Eigenschaften konnte die Siure 
mit Glutaconsiure (Schmelzp. 136°) identisch sein, der Misch- 
schmelzpunkt lag jedoch 30° tiefer. Bekanntlich war lange Zeit 
nur eine einzige Glutaconsiiure beschrieben und erst vor 5 Jahren 





1) bzw. den Methylither der Enolform. 
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gelang es R. Malachowski?), die bis dahin unbekannte cis-Gluta- 
consiure durch sehr vorsichtige Hydrolyse des Glutaconsiure- 
anhydrids darzustellen. Die auf diese Weise gewonnene cis-Gluta- 
consdiure schmilzt nach diesem Autor bei 136° (korr.); wir fanden 
fir ein ebenso dargestelltes Priparat 134° (unkorr.). Der Misch- 
schmelzpunkt unserer Abbausiure mit synthetischer cis-Glutacon- 
siure lag bei 134°. Die Identitat der Siure aus Auxin mit cis- 
Glutaconsiure folgt auch daraus, daf die nach der Titration 
regenerierte Abbausiure nunmehr mit trans-Glutaconsiure keine 
Schmelzpunktserniedrigung gab ; durch die Behandlung mit waBrigem 
Alkali hat sich also die nach R. Malachowski zu erwartende 
Umlagerung der cis-Form in die trans-Form vollzogen. 

Die Bildung der cis-Glutaconsiiure wire bei Anordnung XIIJa 
oder b der C,-Seitenkette von Auxin-b nicht unverstindlich; wir 
haben diese Seitenkette jedoch nach XII formuliert, da Auxin-b 
beim Schmelzpunkt CO, abspaltet und eine einem 0-Lacton ent- 
sprechende Mutarotation zeigt”). 


R H H H H 
a - 12). —C—C—COOH -> HOOC—CH,—C=C—COOH 
= i “OH HS, H H?# 
CH XIIIa — a — COOH 
R* ll. , 
O; "OH H : XIII b 


Ks ist natirlich auch nicht ausgeschlossen, daB sich, z. B. 
bei der Acetalisierung, eine Umlagerung von XII in XIIla voll- 
zieht. Unser Vorrat an Acetalisierungsprodukt von Auxin-b ist 
fir den Abbau véllig verbraucht worden, so daB wir leider zur 
Zeit nicht in der Lage sind, die Konstitution des Auxin-b- 
acetals niher zu untersuchen. 

Wir hielten es bei dieser Sachlage fiir nétig, die Arbeits- 
hypothese, welche zu den Formeln XI und XII fiir die Auxinea 
und b gefiihrt hat, noch einmal kritisch zu priifen. Sie be- 
ruht, wie schon friiher erwihnt, auf der Annahme, daB das 
Auxinmolekiil bei der Permanganatoxydation an der Stelle der 
Doppelbindung aufgebrochen wird. Wir haben uns nun die Frage 
vorgelegt, ob nicht die in der cis-Glutaconsiiure enthaltene Doppel- 
bindung mit der im Auxinmolekiil vorhandenen identisch sein 
kénnte. Diese Annahme wire insofern bestechend, als die leichte 





1) Sie, chem. Ges. 62, 1323 (1929). 

*) Bei XIIIb wire die Bildung eines y-Lactons, bei XIIIa die eines 
6-Enol-lactons anzunehmen; ob beim Schmelzpunkt neben CO, auch Wasser 
abgespalten wird, konnte noch nicht untersucht werden. 
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Umlagerung der cis- in die trans-Glutaconsiure vielleicht ein Vor- 
bild fir die bei der Selbstinaktivierung der Auxine a und b ein- 
tretende Isomerisierung sein kénnte. Die Permanganatoxydation 
hitte dann nicht an der Doppelbindung, sondern an sauerstoft- 
tragenden Kohlenstoffatomen angreifen miissen, wie dies in den 
Formelskizzen XIV und XV zum Ausdruck kommt. 
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f - QOH Pad R% 
\-¢o — 
R% XV Auxin-b? 


Bei der Oxydation von Dihydro-auxin-a mit Chromtrioxyd 
wirde dann durch Abbau der Seitenkette eine #-Ketosaure ent- 
stehen kénnen, die nach Abspaltung von CO, ebenfalls ein — 
allerdings isomeres — C,,-Ringketon liefern wiirde. 

Gegen diese Deutung erhebt sich jedoch eine Reihe von 
Kinwanden: 

1. Es ist nicht verstindlich, warum Auxin-b bei dieser Kon- 
stitution im Gegensatz zu Auxin-a CO, abspaltet. 

2. Obschon die Bildung der cis-Glutaconsiiure nach XV bei 
rein formaler Betrachtung leicht zu deuten scheint, wire ihre 
Kntstehung unter den angewandten Versuchsbedingungen doch sehr 
merkwiirdig. Ihre Doppelbindung ist nimlich sehr permanganat- 
empfindlich und auferdem wiirde sie auch schon durch das alka- 
lische Milieu bei der Permanganatoxydation in eine trans-Form 
umgelagert werden. 

3. Es wiire sehr iiberraschend, wenn die Bindung am tertiiren 
Kohlenstoffatom leichter von Permanganat angegriffen wiirde als 
die Doppelbindung, zumal das Dihydro-auxin-a unter den Versuchs- 
bedingungen gegen Permanganat villig bestiindig ist. 


Auxin-a muB sowohl nach Formel XI wie auch nach 
Formel XIV 2 Hydroxylgruppen in Glykolstellung enthalten. Zur 
Klirung der Sachlage haben wir in der allerletzten Zeit den Ver- 
such unternommen, Dihydro-auxin-a unmittelbar der Oxydation 
mit Bleitetra-acetat nach Criegee zu unterwerfen. Nach XI sollte 
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hierbei neben einem Aldehyd mit 16 Kohlenstoffatomen Glyoxyl- 
siure entstehen, nach XIV dagegen wire der Halbaldehyd der 
Bernsteinsiure neben einem Aldehyd mit 14 Kohlenstoffatomen 
zu erwarten. Der Versuch konnte zwar nur mit 13 mg Dihydro- 
auxin unternommen werden, fiihrte aber doch zu einem eindeutigen 
Ergebnis. Die Siurefraktion zeigte mit Indol und konzentrierter 
Schwefelsiure die fiir Glyoxylsiiure beschriebene Farbreaktion; 
die Neutralfraktion gab die Aldehydreaktion mit fuchsinschwefliger 
Saiure. Sie wurde mit Permanganat oxydiert und lieferte hierbei 
eine krystallisierte Siure vom Schmelzp. 102°, die bei der Titra- 
tion das fiir die Saure C,,H,,O, (XVI) zu erwartende Aquivalent- 
gewicht gab. Zur weiteren Charakterisierung wurde der p-Phenyl- 
phenacyl-ester dargestellt; die Analysenwerte stimmten fiir die 
Formel C,,H,,0, Es miissen sich demnach in der Tat zwei 
Hydroxyle in @,f-Stellung befinden. 
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Weiterhin ist fiir das dritte Hydroxyl die y-Stellung aus- 
zuschlieBen, da in diesem Fall die Glykolspaltung auch zwischen / 
und y erfolgen miBte. Das Ergebnis dieses Abbaus von Auaxin-a 
spricht also eindeutig fiir Formel XI; die Entscheidung zwischen 
den Konstitutionsformeln XII bzw. XIIIa oder b fiir Auxin-b 
hoffen wir durch einen ahnlichen Abbau herbeifiihren zu kénnen. 

Wenn auch bei den gegebenen Verhiltnissen eine Kor- 
rektur von Einzelheiten notwendig werden kann, so halten wir 
doch das hier gegebene Strukturbild von Auxin-a in den wesent- 
lichen Ziigen fiir gesichert. Es ist aber natiirlich erforderlich, 
da die analytischen Befunde eine Kontrolle durch synthetische 
Arbeiten finden; diese sind in unserem Institut bereits in Angriff 
genommen worden. Nachdem das Auxingebiet durch unsere Unter- 
suchungen chemisch erschlossen wurde, diirfen wir wohl den 
Wunsch aussprechen, uns vorerst die ungestérte synthetische Be- 
arbeitung zu tiberlassen, zumal verschiedene Wege so naheliegen, 
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daB eine doppelte Bearbeitung in wissenschaftlicher Hinsicht keine 
Foérderung des Problems bedeuten wiirde. 

Herrn Dr. A. J. Haagen-Smit danken wir fir die pflanzen- 
physiologische Kontrolle bei der Darstellung des Ausgangsmate- 
rials. Der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, sind 
wir fir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sehr zu Dank ver- 
pflichtet. 

Experimenteller Teil. 


Oxydation von Auxin-a mit Kaliumpermanganat. 26,1 mg 
Auxin-a wurden in 5 ccm 509/,igem Alkohol gelést und mit 
15,62 com m/50-KMnO,-Lésung, die auBerdem 5,6 g Na,CO, im 
Liter enthilt, oxydiert. Es wurden demnach 5,89 Atome Sauer- 
stoff pro Mol verbraucht. Die Reaktionslésung wurde filtriert, 
der abgeschiedene Braunstein hiufig mit Wasser und Alkohol 
gewaschen, die vereinigten Filtrate eingedampft, in Ather auf- 
genommen und in saure und neutrale Anteile getrennt. Die 
Neutralfraktion betrug 0,9 mg, die Siurefraktion 13,9 mg. Die 
Siurefraktion ist in Alkohol und Essigester sehr leicht, in Wasser 
ziemlich schwer lislich. Aus Alkohol—Ather (1:1) wurden lange 
Prismen erhalten, die nach nochmaligem Umkrystallisieren bei 
129° schmolzen’), Ausbeute 8,9 mg. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast. 0,285 mg Subst.: 
3,016 mg Campher, 4 = 14,87. — 0,311 mg Subst.: 3,204 mg Campher, 
4 = 15,10. — 0,279 mg Subst.: 2,982 mg Campher, 4 = 15,00. 

Ber. M 244 Gef. M 254. 


Titration. 2,842 mg Substanz wurden in Alkohol—Wasser gelést und 
verbrauchten bei der Titration 1,205 cem n/50-KOH. Das entspricht einem 
Carboxylgehalt von 38,12°/, (theor. 36,81°/,) oder einem Aquiv.-Gew. von 118. 

Analyse’). 4,810 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 11,280 mg CO,, 
4,200 mg H,0. 

C,sH.,0, (244,8) Ber. C 63,68 H 9,95 Gef. C 63,95 H 9,77. 

Oxydation des Auxin-a-lactons mit Kaliumpermanganat. 29,8 mg 
Lacton wurden in 50°/,igem Alkohol gelést und mit 19,28 ccm 
m/50-KMn0O, in sodaalkalischer Lésung oxydiert. Der Permanganat- 
verbrauch entspricht 6,02 Atomen Sauerstoff pro Mol Lacton. Die 
Oxydationsliésung wurde wie im obigen Versuch aufgearbeitet und 


_ lieferte 10,6 mg Saure vom Schmelzp. 129° Sie gab mit der 


Abbausiure aus Auxin-a keine Schmelzpunktsdepression. 





1) Die Schmelzpunkte dieser Arbeit sind nicht korrigiert. 
: *) Die Mikroanalysen wurden bei Dr. A.Schoeller, Berlin-Schmargen- 
dorf ausgefiihrt. 
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[a]2°=— beatin 11,92°, in 96°/,igem Alkohol. 


Beim Erhitzen der Séure bis auf 230° erfolgte keine Ab- 


spaltung von CO,. 

Veresterung der Abbausiure. 9,9 mg der C,,-Dicarbonsiure 
wurden in wenig Wasser mit 0,1 n-KOH neutralisiert, dann wurde 
bis zur beginnenden Triibung Alkohol und danach 20 mg p-Pheny)- 
c-brom-acetophenon’) hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 17/, Stunden 
am Riickflu8 gekocht und dann auf das halbe Volumen eingeengt. Beim 
Erkalten hatte sich ein feiner Niederschlag abgeschieden, der in 
Ather unléslich war und aus Alkohol in Prismen yom konstanten 
Schmelzp. 169° erhalten werden konnte. 

3,214, 3,526 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 9,154, 10,048 mg CO,, 
1,990, 2,076 mg H,O. 

C,,H,,O, (632,4) Ber. C 77,80 H 7,02 

Gef. ,, 77,68, 77,72 5, 6,93, 6,59 

Oxydation von Auxin-b mit Kaliumpermanganat. 7,5 mg Auxin-) 
wurden in 1,5ccm 50°/, igem Alkohol gelést und mit m/50-KMn0, 
oxydiert. Ks wurden 4,46 com Oxydationslésung, d. h. 5,52 Atome 
Sauerstoff verbraucht. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurde 
eine Siure vom Schmelzp. 129° erhalten, die keine Depression 
mit der C,,-Saure aus Auxin-a ergab. Bei einem gréBeren Ansatz 
konnte auch die Drehung des Abbauproduktes bestimmt werden: 

100-0,587 
(le° =~ -05.11,46 ~ 

Das spezifische Gewicht wurde in Kalium—quecksilberjodid- 

lésung nach der Schwebemethode bestimmt. s = 1,430 bei 19°. 


— 11,78°, in 96°/,igem Alkohol. 


Spreitung*) der C,,-dicarbonsdiure in monomolekularer Schicht. 

















Spreitungsfliissigkeit Oberfliiche pro Molekiil in A’ 
INS i.e ks 4 be ne 47,9 46,4 
aE eee eee 46,3 
ee eae eee 45,7 
Pu 5,65 (dest. Wasser)... ...-... 51,7 
Pu 4, 18 (Essigsiure—-Acetatpuffer) . . . — 

Pp 8,06 (Ammoniak- Ammonchloridpuffer) — 


Herr Prof. Gorter-Leiden hat aus dem sehr hohen Wert 


fiir die molekulare Oberfliche schon von vornherein vermutet, 





1) Vgl. J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 (1930). 
*) Vgl. die Angaben in unserer 9, Mitteilung (Diese Z. 225, 215 (1934). 











ert 
tet, 


34). 





Uber die Konstitution der Auxine a und b. 67 


daB sich die Carboxylgruppen nicht an den entgegengesetzten 
Enden einer unverzweigten Kohlenstoffkette befinden wiirden. 


Oxydation des Dihydro-auxins-a mit Chromtrioxyd. 22 mg Auxin-a 
wurden in der iiblichen Weise hydriert, die Wasserstoffaufnahme be- 
trug 1,14 Mol. Ausbeute: 22,5 mg Substanz vom Schmelzp. 198°. 
Diese wurden in 1 ccm Kisessig gelust und mit 100 mg fein- 
gepulvertem Kaliumbisulfit versetzt. Nachdem die Lésung im 
Wasserbad auf 60° erwarmt worden war, wurden auf einmal 26 mg 
Chromtrioxyd in 0,5 com Wasser hinzugefiigt und die Temperatur 
im Laufe der nichsten 5 Minuten auf 75° gesteigert. Nach 
iP Stunde wurde der Versuch unterbrochen und die Lésung mit 
2ccm Wasser verdiinnt. Dann wurde ausgeithert und in saure 
und neutrale Anteile getrennt. Die Saurefraktion enthielt 3,9 mg 
eines farblosen Riickstandes vom Schmelzp. 97—99° Nach dem 
Umkrystallisieren aus 96°/, igem Alkohol wurden 1,9 mg mit dem 
Schmelzp. 100—101° erhalten. Der Mischschmelzpunkt mit wasser- 
haltiger Oxalsiure zeigte keine Depression. Als Riickstand der 
Neutralfraktion hinterblieben 14 mg eines gelblichen, von einigen 
Krystallen durchsetzten Sirups; das Produkt gab keine Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Siaure. 

Die Neutralfraktion wurde in 0,4 ccm Eisessig gelést und 
mit einer filtrierten Lésung von 15 mg p-Nitro-phenyl-hydrazin 
in 0,6 ccm 50°/, iger Essigsiure versetzt. Das Reaktionsgemisch 
triibte sich sofort, nach kurzer Zeit schieden sich Oltrépfchen 
aus, die nach laingerem Stehenlassen im HEisschrank zu feinen, 
orangeroten Niidelchen erstarrten. Diese wurden abfiltriert und 
lieferten nach 2maligem Umkrystallisieren 11 mg eines bei 124° 
schmelzenden Produktes. Eine Drehung lieB sich wegen der 
starken Higenfirbung des Stoffes nicht bestimmen. Bei einem 
weiteren Oxydationsversuch wurden 16 mg Rohketon erhalten und 
daraus in derselben Weise das p-Phenylhydrazon dargestellt. 
Schmelzpunkt nach 2maligem Umkrystallisieren aus 96°/, igem 
Alkohol 125,5°, konstant. 


3,185, 3,204 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 8,025, 8,425 mg CO,, 


2,488, 2,720 mg H,O. — 2,256, 2,125 mg Subst.: 0,252 (19°, 754 mm), 
0,228 (20°, 758 mm) cem N,. 
C,,H,,0,N, (331,2) Ber. C 68,84 H 8,83 N 12,68 

Gef. ,, 68,72, 68,70 ,, 8,74, 8,69 ,, 12,97, 12,49. 


In einem weiteren Versuch wurden 24,8 mg inaktives Auxin-a 
wie iblich hydriert und in der oben angegebenen Weise mit 


Chromtrioxyd oxydiert. Als Riickstand der Neutralfraktion hinter- 
5* 
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blieben 15,9 mg eines gelben Sirups, der nicht zur Krystallisation 
zu bringen war. Die Drehung des Rohproduktes betrug 
[a}Z° = — oe 9,5°, in 96°/,igem Alkohol. 

Brenzreaktion mit der C,,-Dicarbonsiure. 10 mg der Siure 
wurden in ein Knieréhrchen gefiillt, mit einem Tropfen Essigsiiure- 
anhydrid versetzt und 1 Stunde lang zum Sieden erhitzt. Danach 
wurde das Essigsiure-anhydrid im Vakuum entfernt und das Roéhr- 
chen im Hochvakuum zugeschmolzen. Der eine Schenkel des 
Roéhrchens wurde in ein Metallbad von 230° gebracht und dieses 
bis auf 310° erwirmt. Dabei erschien in den kilteren Teilen 
des Réhrchens ein gelbgefirbtes Destillat, das nach dem Abkiihlen 
vollkommen in langen Nadeln krystallisierte. Die Substanz wurde 
herausgelést und aus wenigen Tropfen Benzol umkrystallisiert. 
Ausbeute: 3,2 mg schwachgelbe, zu Biischeln vereinigte, feine 
Nadeln vom Schmelzp. 93—94,5°. Ein paar Krystalle wurden in 
einem Tropfen Wasser aufgekocht und zeigten dann saure Reaktion. 
Der Rest wurde ebenfalls 2 Minuten mit Wasser gekocht und 
dieses dann im Vakuum entfernt. Der Riickstand schmolz bei 
125—127° (Schmelzpunkt der reinen Siure: 129°), 

Kine Wiederholung des Versuches mit 10,3 mg C,,-Dicarbon- 
siiure lieferte 3 mg des Anhydrids vom Schmelzp. 95,5—96°. Sie 
wurden mit 0,5 com Wasser kurz aufgekocht, der Riickstand 
schmolz nach dem Entfernen des Wassers bei 128° und gab mit 
der C,,-Dicarbonsiure keine Schmelzpunktsdepression. 





Darstellung der C,.-Saure fiir den Abbau. 


1. 34mg Auxin-a lieferten 25 mg Siurefraktion 
2. 20,6 mg Auxin-a-lacton __,, 12 mg om 
3. 38,6 mg Auxin-b-acetal . 30,2 mg -" 
4. 35,9 mg ” ” 27,7 mg ” 
5. 33,4 mg a ,» 281mg 4, 


Die Siurefraktionen aus Auxin-a wurden bis zum konstanten 
Schmelzpunkt von 129° und der konstanten Drehung von [a@]?" 
= — 11,60° umkrystallisiert. 

Die Saurefraktionen von Auxin-b-acetal wurden ebenfalls bis 
zum konstanten Schmelzpunkt von 129° umkrystallisiert, die 
Drehung dieses Produktes betrug [#]?°=— 11,52°. Die beiden 
Saiuren ergaben untereinander keine Schmelzpunktsdepression. 
Die Ausbeute an reiner Saiure aus den fiinf Oxydationsversuchen 
betrug 90 mg. 











ni 
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Bromierung der C,,-Dicarbonsiure. 90 mg Siure wurden mit 
16mg amorphem Phosphor verrieben und zu dem Gemisch all- 
mahlich 0,4ccm Brom zutropfen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde iiber Nacht sich selbst iiberlassen und am folgenden Tage 
noch 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Danach wurde das 
Brom im Vakuum entfernt und der Riickstand mit 2 ccm Wasser 
gekocht. Die Lésung wurde filtriert, angesiiuert, ausgeithert und 
der Ather verdampft. Durch Umkrystallisieren aus Wasser wurden 
Prismen vom Schmelzp. 90° erhalten. Ausbeute 139 mg. 

4,805 mg Subst. (bei gew. Temp., im Hochvak. getr.) 4,375 mg AgBr. 

C,;H,.0,Br, (404,2) Ber. Br 39,51 Gef. Br 38,75. 

Darstellung des Dioxy-dicarbonsaureesters. Die Dibrom-dicarbon- 
siure wurde in 1,2 com Wasser gelist und mit 200 mg Silber- 
oxyd 3 Stunden lang auf 60° erwirmt. Nach dem Erkalten wurde 
der gesamte Niederschlag abfiltriert und im Exsiccator griindlich 
getrocknet. Der trockne Riickstand wurde mit 1,2 ccm destillier- 
tem, trocknem Methyljodid iibergossen, eine halbe Stunde bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen und danach noch eine halbe 
Stunde auf 35° erwirmt. Danach wurde filtriert, mit Methyljodid 
und schlieBlich mit Methanol gewaschen und zur Trockne ein- 
ceengt. Der Riickstand reagierte neutral, die Beilsteinprobe und 
die Prifung auf Ag* verliefen negativ. Ausbeute 78 mg. 


Grignardierung des Dioxy-diesters. Die erforderliche Grignard- 
lésung wurde aus 150 mg Magnesiumspiinen, 1 ccm Methyljodid 
und 5 ccm Ather bereitet. Nach Beendigung der Reaktion wurde 
der Diester, in 1,5 ccm absolutem Ather geldst, hinzugetropft. 
Dabei erfolgte eine ziemlich heftige Reaktion; nachdem diese be- 
endigt war, wurde das Reaktionsgemisch noch 2 Stunden auf 40° 
erwarmt. Nach dem Erkalten wurden einige Stiickchen Eis und 
darauf verdiinnte Salzsiure hinzugefiigt, die Lésung filtriert und 
ausgeiithert. Der Ather wurde nach gutem Trocknen abgedampft und 
hinterlieB 75 mg eines briunlichen, nicht krystallinen Riickstandes. 


Oxydation mit Bleitetraacetat. Der gut getrocknete Riickstand 
wurde in 2 ccm trocknem Benzol gelést und mit insgesamt 200 mg 
trocknem Bleitetraacetat') versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 
1 Stunde lang auf 50° erwirmt. Nach dem Erkalten wurde das 
Benzol im Vakuum entfernt, der Riickstand mit verdiinnter Salz- 
siure zersetzt und Petrolither hinzugefiigt. Die Liésung wurde 





1) Das Bleitetraacetat wurde dargestellt nach der Vorschrift von O. Dim- 
roth, Ber. chem. Ges. 56, 1375 (1923). 
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filtriert und hiufig mit Petrolither und schlieBlich noch 2 mal mit 
Ather ausgeschiittelt. Da der Riickstand ziemlich dunkel gefarbt 
war, wurde er nochmals in Ather gelist und 2mal mit einigen 
Tropfen verdiinnter Natrium-thiosulfatlésung ausgeschiittelt. Der 
Atherriickstand war nunmehr fast farblos. Ausbeute 49,5 mg. 
Das Produkt gab deutliche Eisenchloridreaktion, war unldslich in 
n/10-KOH und reagierte neutral. 
ere =+9,5°, in 96°/,igem Alkohol. 
Alkalispaltung des C,,-Diketons. Zunichst wurden 10 mg des 
Abbauketons mit 0,2 ccm 20°/,iger Kalilauge etwa eine halbe 
Stunde lang zum Sieden erhitzt. Dann war alles in Liésung ge- 
gangen und eine Probe des Reaktionsgemisches zeigte nach dem 
Ansiiuern keine Eisenchloridreaktion mehr. Die restlichen 39 mg 
des Diketons wurden daraufhin mit 0,8 ccm 20°/,iger Lauge eben- 
falls bis zum Verschwinden der Eisenchloridreaktion gekocht, hier- 
fir war */, stiindiges Erhitzen erforderlich, Nach dem Erkalten 
wurden die beiden Ansiitze vereinigt, mit Salzsiure (1:1) an- 
gesiuert und hiiufig mit Ather ausgeschiittelt. Die iitherische 
Lésung wurde gut mit Natriumsulfat getrocknet, auf 1/, ihres 
Volumens eingeengt und in saure und neutrale Anteile zerlegt. Der 
Riickstand der Siurefraktion besa8 deutlichen Fettsiuregeruch, 
der an eine Valerian- oder Capronsiiure erinnerte. Bei der Neutral- 
fraktion hinterblieb ein schwach gelblicher Riickstand, ohne den 
charakteristischen Geruch der Ketone der C,-Reihe. 
p-Phenyl-phenacylester der C,-Saure. Der Riickstand der Siure- 
fraktion aus obigem Versuch wurde in 1,5 ccm Alkohol geldst, 
mit Na,CO, neutralisiert und darauf mit wenig Wasser und 30 mg 
p-Phenyl-w-brom-acetophenon versetzt. Die Lésung wurde 1 Stunde 
lang zum Sieden erhitzt, hei8 filtriert und dann erkalten gelassen. 
Es krystallisierten farblose Tafelchen aus, die 3 mal aus 90°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert wurden und dann konstant bei 71° 
schmolzen. Ausbeute 10,5 mg an reinem Produkt. 
100 + 0,185 
0,5 «3,75 


Drehung: [@]°° = + 


[o]2° = + = + 9,9°, in 80°/,igem Alkohol. 


3,010 mg Subst. (bei gew. Temp. i. Hochv. getr.): 8,505 mg CO,, 
1,88 mg H,0. 
C,,H,,0, (296,2) Ber. C 76,98 H 6,82 Gef. C 77,06 H 6,99. 
Zum Vergleich wurde der p-Phenyl-phenacylester der inaktiven 
a-Methyl-buttersiure dargestellt; er schmolz bei 70° und gab mit 
dem Ester des Abbauproduktes keine Schmelzpunktsdepression. 
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Der ebenfalls dargestellte p-Phenyl-phenacylester der /-Methyl- 
buttersiure schmolz hingegen bei 78° und gab mit dem Ester 
der Abbausiiure eine Depression von etwa 15°. 


Darstellung der rechtsdrehenden «-Methyl-n-buttersdure'). (H. 
S. Visser). a) Gewinnung des aktiven Methyl-ithyl-carbinols. 
Als Ausgangsmaterial diente ein Girungsamylalkohol, der 52°/, des aktiven 
Alkohols enthielt. Nach fraktionierter Destillation wurden 800 cem unter 
guter Eiskiihlung mit HCl gesittigt. Die Fliissigkeit wurde auf 12 Carius- 
Rohre verteilt, eingeschmolzen und 5 Stunden lang auf 110° erhitzt. .Nach 
dem Erkalten wurde das gesamte Reaktionsprodukt mit Wasser und ge- 
sittigter Pottaschelésung gewaschen und nach dem Trocknen iiber Na,SO, 
mit guter Kolonne fraktioniert. Zunichst ging zwischen 100—127° Iso-amyl- 
chlorid iiber; der Alkohol destillierte zwischen 127—129°. Ausbeute 220 ecm 
mit 64°/, aktivem Alkohol. 

b) Der soweit gereinigte Alkohol wurde nun mit konzentrierter Schwefel- 
siiure in das Sulfat iibergefiihrt, die Lésung mit Wasser verdiinnt und daraus 
durch Neutralisieren mit festem Baryt-hydrat das Barium-amyl-sulfat be- 
reitet. Die hei8 filtrierte Loésung wurde fraktioniert eingeengt, so daB vier 
verschiedene Krystallisationen erhalten wurden. Da das aktive Barium-amyl- 
sulfat ungefihr doppelt so leicht léslich ist wie das inaktive, sammelt es 
sich allmihlich in den Mutterlaugen an. Nach insgesamt 38 Krystallisationen 
der verschiedenen Fraktionen unter steter Kontrolle der Drehungszunahme 
wurde ein Produkt mit mindestens 93°/, an aktivem Barium-amyl-sulfat er- 
halten. Ausbeute 40 g. Dieses Produkt wurde durch Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiure zersetzt, der gebildete Alkohol getrocknet und destilliert. Es 
wurden 7 g Methyl-ithyl-carbinol mit einer Drehung von [e], = — 5,6° er- 
halten. Marckwald gibt als Drehung des reinen Alkohols — 5,9° an. 

ec) Oxydation des aktiven Methyl-ithyl-carbinols. Die Oxy- 
dation erfolgte durch Zutropfen des Alkohols zu einer Liésung von 18,5 g 
K,Cr,O, in 230 cem Wasser und 25 g konzentrierter Schwefelsiiure. Nach 
1stiindigem Kochen des Gemisches wurde die gebildete Siiure mit dem Wasser 
und evtl. entstandenem Ester abdestilliert, das Destillat alkalisch gemacht 
und erwirmt, um den Ester zu verseifen. Danach wurde die Lésung auf '/, 
ihres Volumens eingeengt, angesiuert und ausgeithert. Nach der Entfernung 
des Athers wurde der Riickstand 2mal fraktioniert. Ausbeute 2 g, Siede- 
punkt 176°, [a], = + 16,6° 

d) Darstellung des p-Phenyl-phenacyl-esters. Der Ester 
wurde in der entsprechenden Weise wie bei der aktiven «-Methyl-n- 
buttersiiure dargestellt. Er schmolz nach 2maligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol konstant bei 70° und gab mit dem Ester des Abbauproduktes keine 
Schmelzpunktsdepression. 

100 - 0,350 _ 


Drehung: [a]?9 = + a 10,2°, in 80°/,igem Alkohol. 
li 


m-Dinitro-phenyl-hydrazon des C,-Ketons. Der Neutralriickstand 
der Alkalispaltung wurde in 0,5 ccm Alkohol gelést und zu 
0,5 cem einer Lésung von 1 g m-Dinitro-phenyl-hydrazin in 2 ccm 








1) Vgl. R. Marckwald, Ber. chem. Ges. 35, 1595 (1902); 37, 1038 (1904). 
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konzentrierter Schwefelsiure und 15 ccm Alkohol?) gefiigt. Danach 
wurde mit einigen Tropfen 2n-Schwefelsiure verdiinnt und in 
der Kalte stehen gelassen. Das Hydrazon krystallisierte sehr bald 
in schénen gelben Nadeln aus und schmolz nach 2maligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol konstant bei 72°. Ausbeute 6,5 mg. 

4,891 mg Subst. (bei gew. Temper. i. Hochv. getr.): 9,085 mg CO,, 
2,600 mg H,0. 

C,2H,,.0,N, (280,1) Ber. C 51,41 H5,73 Gef. C 50,94 H 5,93. 

Das Dinitro-phenyl-hydrazon des Methyl-iso-butylketons be- 
sitzt nach der Literatur?) den Schmelzp. 95°. Es gab mit dem 
Dinitro-phenyl-hydrazon des Pinakolins (Schmelzp. 102°) eine 
Depression von etwa 20°. 

Zum Vergleich mit dem Abbauketon wurde das Methyl-sek.- 
butylketon nach Wislicenus’) bereitet und daraus ebenfalls das 
m-Dinitro-phenyl-hydrazon dargestellt. Es schmolz konstant bei 
71° und gab mit dem Hydrazon des Abbauketons keine Schmelz- 
punktserniedrigung. 


Oxydationsprodukt der C,-Seitenkette von Auxin-b-acetal-lacton. 
Nach der Oxydation des Auxin-b-acetal-lactons mit Permanganat 
wurden die Mutterlaugen der C,,-Siurefraktionen*) aufbewahrt; 
sie enthielten eine Siure, die nach mehrfachem Umkrystallisieren 
aus Ather bei 136° schmolz. Die Substanz reagiert stark sauer, 
gibt keine Kisenchloridreaktion und entfirbt Kaliumpermanganat 
in wiBriger und sodaalkalischer Lisung momentan. Der Misch- 
schmelzpunkt mit trans-Glutaconsiiure vom Schmelzp. 136° gab 
eine Depression von 30—40° Optische Aktivitit war nicht fest- 
zustellen. 

4,160 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 7,010 mg CO,, 1,730 mg H,0. 
C,H,O, (136) Ber. C 46,14 H 4,61 Gef. C 45,96 H 4,65. 

2,92 mg Saure verbrauchten 1,94 ccm n/45-KOH. Das ent- 
spricht einem Carboxylgehalt von 65,9°/, oder einem Aquivalent- 
gewicht von 68,3. Die Titrationslésung wurde angesiuert und 
ausgeiithert; sie lieferte 2,6 mg Siure vom Schmelzp. 134°. Diese 
regenerierte Siure besaB im Aquimolekularen Gemisch mit dem 
zur Analyse verwendeten Produkt den Schmelzp. 109—112°. 

Nunmehr wurde nach der Vorschrift von Malacho wski°) die 





1) O. L. Brady, Chem. Soe. 1931, 756. 

2) J. Am. chem. Soe. 52, 2955 (1930). 

*) Liebigs Ann. 186, 187 (1877); 219, 308 (1883). 
4) Vel. S. 68. 5) aa. O. 
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cis-Glutaconsiure dargestellt. Schmelzp. 134° Mischschmelzpunkt 
mit trans-Glutaconsiure 113°. Mischschmelzpunkt mit der Abbau- 
sure: keine Depression. Andererseits gibt trans-Glutaconsiure 
mit der aus der Titrationslésung regenerierten Abbausiiure keine 
Schmelzpunktserniedrigung. 


Oxydation von Dihydro-auxin-a mit Bleitetraacetat. 13 mg 
Auxin-a wurden in der iiblichen Weise hydriert und aufgearbeitet; 
das Reaktionsprodukt wurde in 0,5 ccm trockenem Benzol gelést 
und mit insgesamt 100 mg trockenem Bleitetraacetat versetzt. 
Nachdem die Mischung 1'/, Stunden auf 50° erwiirmt worden war, 
wurde das Benzol bei gewéhnlicher Temperatur im Vakuum ent- 
fernt, der Riickstand in Ather gelést und in saure und neutrale 
Anteile zerlegt. Der Riickstand der Saiurefraktion gab mit wiBri- 
ger Indollésung und konzentrierter Schwefelsiiure einen rotvioletten 
Ring, wie fiir Glyoxylsiure bekannt ist. Es gelang nicht, von 
diesem Produkt ein Phenyl-hydrazon darzustellen, da die Menge 
des Riickstandes zu gering war. 

Die Neutralfraktion zeigte eine positive Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure; sie wurde in 50°/,igem Alkohol geliést und 
mit 1,25 com m/50-KMnO, bei gewéhnlicher Temperatur oxydiert. 
Nach der Aufarbeitung wurde nur eine Siurefraktion erhalten, 
die nach einmaligem Umkrystallisieren bei 102° schmolz. 

Titration. 5,024 mg Substanz verbrauchten 0,795 ccm n/45- 
KOH. Daraus liBt sich ein Aquivalentgewicht von 284 berechnen; 
der theoretische Wert fir C,,H,,0O, ist 270. Die Titrations- 
fliissigkeit wurde eingeengt, in 1,5 com 80°/,igem Alkohol auf- 
genommen und mit 0,9 mg p-Phenyl-w-brom-acetophenon versetzt. 
Die Lésung wurde 1 Stunde lang zum Sieden erhitzt, heif 
filtriert und langsam erkalten gelassen. Dabei krystallisierten farb- 
lose Blittchen aus, die nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
70°/,igem Alkohol konstant bei 120° schmolzen. 

3,926 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 11,156 mg CO,, 2,944 mg H,O. 
CyoH,,0, (464,38) Ber. C 77,54 H 8,68 Gef. C 77,50 H 8,39. 
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Untersuchung der Krétengalle. II. 
Trioxy-bufo-sterocholensaure C,.H,,O, aus Wintergalle. 


Von 
Tayei Shimizu und Takeshi Oda. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6 . Juli 1934.) 


Seit langem sind wir mit der Untersuchung der Galle von 
verschiedenen Tieren beschiftigt, um die Beziehung zwischen 
Gallensiuren und Sterinen klarzustellen. 

Wenn Gallensiuren aus Ergosterin und seinem Bestrahlungs- 
produkt dem Vitamin D, gebildet werden kénnten, wie Higashi}, 
Fukase und Fuziwara’), K. Tanaka und T. Tanaka’*) und 
T. Tanaka‘) behauptet haben, so miiBte man ein Zwischen- 
produkt zwischen Gallensiuren und Ergosterin oder Vitamin D 
in der Galle finden. Zur Entscheidung dieser Frage wire es 
zweckmibig, die Krétengalle zu untersuchen, weil die Winter- 
und Sommergalle der Kriéten sehr verschiedene Eigenschaften 
haben kénnte; die erstere soll von den ihren Winterschlaf haltenden, 
nicht durch Sonnenstrahlen beeinflu{ten Kriten, die letztere von 
den im Sommer im wachen Zustand lebenden, durch Sonnenstrahlen 
gut bestrahlten Tieren herstammen. 

In obenerwihntem Sinne haben Okamura‘) und Makino’) 
die Krétengalle untersucht und gefunden, daB in dieser Galle ein 
Isomeres der Desoxycholsiiure, Bufo-desoxycholsiure, und ein vier- 
wertiger Alkohol, Tetraoxy-bufostan, von der Formel C,,H,,0,, 
vorkommen. 

Wir haben aus der Wintergalle von Kréten eine ungepaarte 
Saure von der Formel C,,H,,0,, die zugleich dem Ergosterin und 
der Cholsiiure nahe steht und die als eine Ubergangsform zwischen 
Ergosterin und Cholsiure betrachtet werden diirfte, gewonnen. Sie 





1) Arb. Med. Univ. Okayama 1, 582 (1930); 2, 396 (1931). 

2) J. of Biochem. 15, 193 (1932). ’) J. of Biochem. 18, 15 (1933). 
4) J. of Biochem. 18, 33 (1933). 

5) J. of Biochem. 8, 35 (1928); 10, 5 (1928); 11, 103 (1929). 

6) Diese Z. 220, 49 (1983). 
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enthilt drei sekundaire Hydroxylgruppen und eine Doppelbindung, 
Wir méchten die neue Saure als Derivat einer Bufo-sterocholan- 
siure auffassen und sie als Trioxy-bufo-sterocholensiiure bezeichnen. 

Neuerdings haben Wieland und Kishi’) eine ganz ihnliche 
Siure C,,H,,O, aus Ochsengalle isoliert und als Sterocholsiure 
bezeichnet, weil sie die gleiche Kohlenstoffzahl wie die Sterine 
hat und zugleich Eigenschaften der Sterine und der Gallensiiuren 
zeigt. Diese beiden Siuren kénnten Abbauprodukte des Ergo- 
sterins sein. 

Bei der Isolierung der Trioxy-bufo-sterocholensiure sind wir 
jahrelang auf ungemeine Schwierigkeiten gestoBen; endlich ist es 
uns aber doch gelungen, die Siiture mit Diazomethan als in schénen 
Nadeln krystallisierenden Methylester zu isolieren. 

Die durch Verseifung aus dem Methylester gewonnene Siure 
krystallisiert aus Alkohol und Ather oder aus Ather und Petrol- 
iither in Nadeln, wihrend sie sich aus Methylalkohol in Blittchen 
ausscheidet. Sie ist ungesittigt und addiert Brom und entfirbt 
Permanganatlésung. 

Die Trioxy-bufo-sterocholensiure laBt sich durch vorsichtige 
Behandlung mit Chromsiure zu einer Triketo-bufo-sterocholen- 
siure oxydieren. Der Athylester dieser Siiure liefert mit Hydro- 
xylaminchlorhydrat und Natriumacetat ein Trioxim. 

Durch Reduktion nach Clemensen wird die Triketo-bufo- 
sterocholensiure unter Verwandlung einer Ketogruppe in die 
Methylengruppe leicht in eine Diketo-bufo-sterocholensiure iiber- 
fiihrt, die von der Dehydro-sterocholsiure von Wieland und 
Kishi?) verschieden ist. Diese Reduktion verliuft wohl analog 
der Reduktion der Dehydrocholsiure*) und der Dehydrodesoxy- 
cholsiure‘). Die Diketo- und die Triketo-bufo-sterocholensiure 
enthalten noch die urspriingliche Doppelbindung. 

Durch energische Clemensensche Reduktion liBt sich die 
Diketo-bufosterocholensiure unter Erhaltung der Doppelbindung 
zu einer Bufo-sterocholensiiure C,,H,,O, reduzieren. 

Trioxy-bufo-sterocholensiuremethylester liefert bei der Hydrie- 
rung bei Gegenwart von Platinoxyd in Eisessiglésung einen ge- 
siittigten Ester, aus welchem durch Verseifung Trioxy-bufostero- 
cholansiure erhalten wird. Diese Dihydrosiure C,,H,,O, ist um 


1) Diese Z. 214, 47 (1933). ») a a. 0. 

5) H. Wieland u. E. Boersch, Diese Z. 106, 194 (1919); W. Borsche, 
Ber. chem. Ges. 52, 1363 (1919). 

*) Diese Z. 106, 198 (1919). 





76 Tayei Shimizu und Takeshi Oda, 


8 Wasserstoffe drmer als die ihr entsprechende Saure der 
Paraffinreihe C,,H,,0,. Somit enthalt Bufo-sterocholansiure 
ebenso wie die Gallensiuren vier hydrierte Ringe im Molekiil. 

Trioxy-bufo-sterocholansiure zeigt dieselben Farbreaktionen 
wie die ihr zugrunde liegende ungesiittigte Saure. Es scheinen also 
bei der Farbreaktion nur die sekundiren Alkoholgruppen, nicht 
aber die Doppelbindung beteiligt zu sein. 

Trioxy - bufo-sterocholansiure liefert bei der Oxydation mit 
Chromsiure eine gesittigte Triketosiure. Diese Triketo-bufo- 
sterocholansiure wird auch aus Triketo-bufo-sterocholensiure er- 
halten, wenn man die letztere zuerst bei Gegenwart von Platin- 
oxyd hydriert und dann mit Chromsiure oxydiert. Bei der Hydrie- 
rung wird die linksdrehende Triketosiure in eine rechtsdrehende 
Dihydrosiiure verwandelt, was vielleicht auf der Neubildung eines 
asymmetrischen Kohlenstoffatomes C,, beruhen kénnte. 

Durch Reduktion nach Clemensen wird die Triketo-bufo- 
sterocholansiure ebenso wie die entsprechende ungesittigte Saiure 
zu einer Diketosiure reduziert, welche durch weitere energische 
Reduktion in Bufo-sterocholansiure C,,H,.O, itiberfiihrt wird. 
Diese zeigt keine Liebermannsche Reaktion. 

Bei der Bromierung in Eisessig liefert die Trioxy-bufostero- 
cholensiure ein Bromid, welches in Ammoniak unldslich ist. Dieses 
wird verstiindlich, wenn die Doppelbindung sich in der Seitenkette, 
und zwar in f,y-Stellung zur Carboxylgruppe, befindet. Bei der 
Bromierung kénnte sich nach der Bougaultschen Reaktion ein 
Bromlacton bilden (vgl. die Formel). A. Winterstein!) und 


Poe. -~ Ly | 
—C=C—C—COOH ——"» —C—CBr—C— 
| 0 ——do 
Z. Kitasato*) haben auch bei der Bromierung des Hederagenins 
nach der Bougaultschen Reaktion ein Bromlacton erhalten. Eine 
Doppelbindung in der Seitenkette haben Reindel und Kipphan’) 
beim Ergosterin und Fernholz*) beim Stigmasterin nachgewiesen. — 
Die Feststellung, daB unsere neue Siure ebenfalls eine Doppel- 
bindung in der Seitenkette enthilt, scheint uns auf eine genetische 
Beziehung zwischen Gallenséuren und den Nahrungsbestandteilen, 
Ergosterin und Vitamin D, hinzuweisen. 





1) Diese Z. 199, 37 (1931). 2) Acta Phytochim. Tokyo 6, 179 (1932). 
’) Liebigs Ann. 493, 181 (1932). *} Liebigs Ann. 507, 128 (1933). 
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Die Tatsache, daB eine Ketogruppe der Triketo-bufo-stero- 
cholenséure und der Triketo-bufo-sterocholansiure durch milde 
Reduktion nach Clemensen in eine Methylengruppe verwandelt — 
werden kann, spricht fiir die Gegenwart einer sekundiiren Alkohol- 
eruppe im Ring A des Molekiils wie bei der Cholsiure. Die posi- 
tive Hammarstensche Reaktion der Trioxy-bufo-sterocholensaure 
macht wahrscheinlich, daB die drei sekundiren Alkoholgruppen 
sich in den Stellungen C,, C, und C,, befinden, ebenso wie es 
bei der Cholsiiure der Fall ist. Man kann fiir Trioxy-bufo-stero- 
cholenséure das Strukturbild ({) in Erwigung ziehen. 


CH, CH, CH, 
| | | 
HO CH, | : 
3 —__(CH—CH,—CH=C——-CH—COOH 
i i © c - oo psec 
Y 
cH, | yw 
| A | B | 
HO’ | LOH 
Rl 


Mit der Untersuchung iiber die Stellung der sekundiren 
Alkoholgruppen und iiber die Struktur der Seitenkette sind wir 
beschiftigt. 


Beschreibung der Versuche. 


Trioxy-bufo-sterocholensduremethylester. Die unter Alkohol auf- 
bewahrte Galle wurde von Mucin befreit und der Alkohol ab- 
destilliert. Die so erhaltene schwach saure Lésung wurde mit 
Wasser verdiinnt und mit Ather extrahiert. Diese iatherische 
Lésung wurde mit verdiinnter Sodalésung ausgeschiittelt und die 
Sodalésung unter Ansiuern mit Essigsiure durch Zusatz von 
Petrolither von Fettsiuren befreit. Die dabei ausgeschiedene 
Fallung wurde filtriert, mit Wasser gut gewaschen und nach dem 
Trocknen in 2 Fraktionen, einen in Ather léslichen und einen 
unldslichen Teil, geteilt. Der in Ather lésliche Teil wurde durch 
Zusatz von itherischer Diazomethanlésung in den Methylester 
verwandelt. Nach dem Verdampfen des Athers blieb ein Riickstand, 
der in Methylalkohol gelést und mit wenig Wasser versetzt wurde. 
Beim Stehen schieden sich schéne Nadeln ab. Sie wurden mit 
Methylalkohol digeriert, abfiltriert und mehrmals aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 171—172°. 


4,741, 4,691 mg Subst.: 12,215, 12,060 mg CO,, 4,260, 4,300 mg H,0. 
C.9H,,0;-H,O Ber. C 70,38 H 10,19 
Gef. ,, 70,28, 70,14 ,, 10,06, 10,26. 
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Der in Ather unldsliche Teil wurde in Methylalkohol geldst 
und wieder in 2 Fraktionen, einen in Methanol leicht léslichen 
und einen schwer léslichen Teil, getrennt. 

Aus dem in Methanol leicht léslichen Teil wurde ein Ester 
vom Schmelzp. 171—172° erhalten, der mit dem aus dem in Ather 
léslichen Teil isolierten Ester identisch war. 


4,926, 2,490 mg Subst.: 13,120, 6,590 mg CO,, 4,450, 2,210 mg H,0. 


C..H,,0, Ber. C 73,05 H 10,16 
Gef. ,, 72,68, 72,20 ,, 10,11, 9,93. 


Aus dem in Methanol schwer léslichen Teil wurde ein Methy]- 
ester gewonnen, der nach Sintern bei 180°, bei 192—193° schmolz 
und in feinen Nadeln krystallisierte. 


3,681 mg Subst.: 9,820 mg CO,, 3,310 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 73,05 H 10,16 Gef. C 72,59 H 10,64. 


Dieser Ester ist wahrscheinlich isomer mit dem der Trioxy- 
bufo-sterocholensaure. 

Die von dem in Ather lwslichen Teil befreite Galle wurde 
mit Kochsalz versetzt, bis die Galle 3°/, davon enthielt. Die 
dabei flockig oder gallertig ausgesalzene Masse enthalt Tetraoxy- 
bufostan nach Makino. Die von dieser Fillung abfiltrierte Lisung 
wurde unter Sattigung mit Kochsalz weiter ausgesalzen, dann 
wurde diese Fallung abgesaugt und in verdiinntem Ammoniak gelist. 

Aus dieser Lésung wurde mit Bariumchloridlésung das Barium- 
salz gefallt und abgesaugt. Es wurde in Alkohol gelést und von 
einem unldslichen Anteil abgetrennt. Die alkoholische Lisung 
wurde eingedampft und der Riickstand mit verdiinnter Sodalisung 
gekocht und filtriert. Aus diesem Filtrat wurde durch Ansiiuern 
mit Essigsiure eine weiBe Fillung gewonnen. Diese Fallung 
wurde in Ather gelést, von dem unldslichen Teil befreit und mit 
Diazomethan verestert wie vorher. Auf diese Weise erhielt man 
denselben Trioxy-bufo-sterocholensiiure-methylester vom Schmelz- 
punkt 171—172°. Es wurden insgesamt 3 g aus etwa 1 Liter 
Galle gewonnen. 


Trioxy-bufo-sterocholensdure. 0,8 g Methylester wurden in 
20 ccm einer 5°/,igen Kalilauge 4 Stundem auf dem Wasserbade 
erwirmt, in eine gréBere Menge Wasser gegossen, mit Essigsiure 
ausgefallt und abgesaugt. Der mit Wasser gewaschene Nieder- 
schlag wurde in Alkohol gelést und unter Zusatz von Ather mit 
Wasser im Scheidetrichter geschiittelt, um den Alkohol zu ent- 
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fernen. Beim Stehen der Atherischen Lisung mit Petroliither 
schieden sich Nadeln aus. Schmelzp. 160°. 

Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt die Siure anfangs 
eine gelbe, dann eine kirschrote Farbe. Sie zeigt die Petten- 
kofersche und die von Yamazaki modifizierte Hammarstensche 
Reaktion — bei welch letzterer die blaue Farbe nach 6 Stunden 
in Griin tibergeht — aber keine Myliussche Reaktion. 

Sie schmeckt bitter wie Cholsiure und ist in Methanol und 
Athanol leicht, in Ather ziemlich leicht, aber in Chloroform und 
Petrolither schwer léslich. Sie ist krystallwasserhaltig und ver- 
liert ihr Krystallwasser im Vakuum bei 80° nicht. 

Die Siure ist in Alkalilauge und in Ammoniak léslich; aus 
letzterer Lésung wird sie durch Bariumchlorid als Bariumsalz gefillt. 

3,416, 3,242 mg Subst.: 8,775, 8,320 mg CO,, 2,980, 2,850 mg H,O. 

C,,H,,0,:H,O Ber. C 69,94 H 10,07 
Gef. ,, 70,08 70,00, ,, 9,76, 9,83. 
Titration: 19,95 mg Subst. brauchten 0,92 cem n/20-KOH. 
Aquivalent fiir C,,H,,0;-H,O Ber. 480,4 Gef. 471,6. 

Die aus Methanol langsam auskrystallisierende Siure schiumt bei 
120—130°. 

4,842, 4,740 mg Subst.: 12,520, 12,225 mg CO,, 4,360, 4,190 mg H,O. 

C,,H,0;;CH,OH Ber. C 70,45 H 10,10 
Gef. ,, 70,56, 70,37 ,, 9,76, 9,89. 

Spezifische Drehung: 89,6 mg Subst, in 10 ccm Methylalkohol, 2 dm, 

ao = — 0,24; [a]®” = — 13,42°, 

Triketo-bufo-sterocholensdure. 0,35 g Trioxy-bufo-sterocholen- 
siure wurde in 10 ccm Ejsessig unter Zusatz von 6 ccm einer 
5°/,igen Chromsiure—Kisessiglésung */, Stunde stehen gelassen. 
Das Reaktionsgemisch wurde in 100 ccm schwefliger Siure ge- 
gossen, eine Nacht stehen gelassen und abfiltriert. Die Fallung 
wurde nach dem Waschen mit Wasser in Sodalésung gelést, auf- 
gekocht und filtriert. Das Filtrat wurde mit Kisessig gefallt, ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen. 

Diese Siiure wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Sie schmilzt 


bei 268—269°. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie eine sehr 
schwach gelbe Farbe. 


4,560, 4,808 mg Subst.: 12,315, 12,920 mg CO,, 3,650, 3,790 mg H,0. 
C,,H,,.O, Ber. C 73,63 H 8,84 
Gef. ,, 73,66, 73,45 ,, 8,96, 8,84. 
Spezifische Drehung: 47,9 mg Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, 
a = — 0,26; [a]}9° = — 27,14° 
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Der in Ather unlisliche Teil wurde in Methylalkohol gelést 
und wieder in 2 Fraktionen, einen in Methanol leicht léslichen 
und einen schwer léslichen Teil, getrennt. 

Aus dem in Methanol leicht lislichen Teil wurde ein Ester 
vom Schmelzp. 171—172° erhalten, der mit dem aus dem in Ather 
léslichen Teil isolierten Ester identisch war. 


4,926, 2,490 mg Subst.: 13,120, 6,590 mg CO,, 4,450, 2,210 mg H,0. 


Gef. ,, 72,68, 72,20 ,, 10,11, 9,93. 


Aus dem in Methanol schwer léslichen Teil wurde ein Methy!- 
ester gewonnen, der nach Sintern bei 180°, bei 192—193° schmolz 
und in feinen Nadeln krystallisierte. 


3,681 mg Subst.: 9,820 mg CO,, 3,310 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 73,05 H 10,16 Gef. C 72,59 H 10,64. 


Dieser Ester ist wahrscheinlich isomer mit dem der Trioxy- 
bufo-sterocholensiure. 

Die von dem in Ather ldslichen Teil befreite Galle wurde 
mit Kochsalz versetzt, bis die Galle 3°/, davon enthielt. Die 
dabei flockig oder gallertig ausgesalzene Masse enthialt Tetraoxy- 
bufostan nach Makino. Die von dieser Fiallung abfiltrierte Lésung 
wurde unter Sattigung mit Kochsalz weiter ausgesalzen, dann 
wurde diese Fallung abgesaugt und in verdiinntem Ammoniak gelist. 

Aus dieser Lésung wurde mit Bariumchloridlésung das Barium- 
salz gefallt und abgesaugt. Es wurde in Alkohol gelést und von 
einem unliéslichen Anteil abgetrennt. Die alkoholische Liésung 
wurde eingedampft und der Riickstand mit verdiinnter Sodalisung 
gekocht und filtriert. Aus diesem Filtrat wurde durch Ansduern 
mit Essigsiure eine weiBe Fillung gewonnen. Diese Fallung 
wurde in Ather gelést, von dem unlislichen Teil befreit und mit 
Diazomethan verestert wie vorher. Auf diese Weise erhielt man 
denselben Trioxy-bufo-sterocholensiure-methylester vom Schmelz- 
punkt 171—172%. Es wurden insgesamt 3 g aus etwa 1 Liter 
Galle gewonnen. 


Trioxy-bufo-sterocholensdure. 0,8 g Methylester wurden in 
20 ccm einer 5°/,igen Kalilauge 4 Stundem auf dem Wasserbade 
erwirmt, in eine gréBere Menge Wasser gegossen, mit Hssigsiure 
ausgefallt und abgesaugt. Der mit Wasser gewaschene Nieder- 
schlag wurde in Alkohol gelist und unter Zusatz von Ather mit 
Wasser im Scheidetrichter geschiittelt, um den Alkohol zu ent- 
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fernen. Beim Stehen der atherischen Lésung mit Petrolither 
schieden sich Nadeln aus. Schmelzp. 160°. 

Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt die Siure anfangs 
eine gelbe, dann eine kirschrote Farbe. Sie zeigt die Petten- 
kofersche und die von Yamazaki modifizierte Hammarstensche 
Reaktion — bei welch letzterer die blaue Farbe nach 6 Stunden 
in Griin tibergeht — aber keine Myliussche Reaktion. 

Sie schmeckt bitter wie Cholsiure und ist in Methanol und 
Athanol leicht, in Ather ziemlich leicht, aber in Chloroform und 
Petrolither schwer léslich. Sie ist krystallwasserhaltig und ver- 
liert ihr Krystallwasser im Vakuum bei 80° nicht. 

Die Siiure ist in Alkalilange und in Ammoniak lislich; aus 
letzterer Lésung wird sie durch Bariumchlorid als Bariumsalz gefillt. 

3,416, 3,242 mg Subst.: 8,775, 8,320 mg CO,, 2,980, 2,850 mg H,0O. 

C,,H,,0,-H,O Ber. C 69,94 H 10,07 
Gef. ,, 70,08 70,00, ,, 9,76, 9,83. 

Titration: 19,95 mg Subst. brauchten 0,92 cem n/20-KOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,0;-H,O Ber. 480,4 Gef. 471,6. 


Die aus Methanol langsam auskrystallisierende Siure schiiumt bei 
120—130°. 


4,842, 4,740 mg Subst.: 12,520, 12,225 mg CO,, 4,360, 4,190 mg H,0. 
C,,H,0;;CH,OH Ber. C 70,45 H 10,10 
Gef. ,, 70,56, 70,87 ,, 9,76, 9,89. 

Spezifische Drehung: 89,6 mg Subst. in 10 cem Methylalkohol, 2 dm, 

ao =—0,24; [a]8” = — 13,42° 

Triketo-bufo-sterocholensiure. 0,35 g Trioxy-bufo-sterocholen- 
siure wurde in 10 ccm Eisessig unter Zusatz von 6 ccm einer 
5°/,igen Chromsidure—Hisessiglésung */, Stunde stehen gelassen. 
Das Reaktionsgemisch wurde in 100 ccm schwefliger Siure ge- 
gossen, eine Nacht stehen gelassen und abfiltriert. Die Fiallung 
wurde nach dem Waschen mit Wasser in Sodaliésung gelést, auf- 
gekocht und filtriert. Das Filtrat wurde mit Kisessig gefallt, ab- 
gesaugt und mit Wasser gewaschen. 

Diese Siure wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. Sie schmilzt 
bei 268—269°. Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie eine sehr 
schwach gelbe Farbe. 

4,560, 4,808 mg Subst.: 12,315, 12,920 mg CO,, 3,650, 3,790 mg H,0. 

C..H,0; Ber. C 73,63 H 8,84 
Gef. ,, 73,66, 73,45 ,, 8,96, 8,84. 
Spezifische Drehung: 47,9 mg Subst. in 10 ccm Alkohol, 2 dm, 
a = — 0,26; [«]}9° = — 27,14° 
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Triketo-bufo-sterocholensauremethylester. 48 mg Dehydrosiure 
wurden in Alkohol mit Diazomethan verestert; der Ester wurde aus Alkoho! 
mehrmals umkrystallisiert. Er schmilzt bei 181—182°. 

Triketo-bufo-sterocholensaureathylester. 100 mg Dehydrosiiure 
wurden in 10 cem Alkohol unter Zusatz von einigen Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiure auf dem Wasserbade 3 Stunden erwirmt, das Reaktions- 
gemisch wurde in Wasser gegossen, mit Sodalésung neutralisiert und ab- 
gesaugt. Der aus Alkohol umkrystallisierte Ester schmilzt bei 164—165°. 

4,570, 4,956 mg Subst.: 12,470, 12,120 mg CO,, 4,100, 4,240 mg H,0. 

C,,.H,,0, Ber. C 74,33 H 9,16 
Gef. ,, 74,44, 74,36  ,, 9,25, 9,06. 


Triketo-bufo-sterocholensaure-athylester-trioxim. 63 mg Triketo- 
siure-ester wurden in 10 ccm Alkohol gelést und mit einer Lésung von 
40 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 0,12 g Natriumacetat in 10 ccm Wasser 
auf dem Wasserbade 4 Stunden erwiirmt. Die beim Zusatz von Wasser sich 
abscheidenden Krystalle wurden aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Die feinen Nadeln schmolzen unter briiunlicher Verfirbung bei 238°. 

4,849, 4,634 mg Subst.: 11,985, 11,50 mg CO,, 3,810, 3,690 mg H,O. — 
3,180, 3,338 mg Subst.: 0,215 cem N (25°, 770 mm), 0,223 eem N (21,5°, 
770 mm). 

CysHy0-N, Ber. © 68,16 H 8,97 N 7,93 
Gef. ,, 67,45, 67,71 —,, 8,79, 8,91 » 1,85, 1,84. 

Clemensen-Reduktion der Triketo-bufo-sterocholensiure.— 1. Bufo- 
sterocholensadure. 0,3 g Triketo-bufo-sterocholensiiure wurde 
in 30 ccm Eisessig gelést, mit 6 g frischem Zinkamalgam bis 
zum Sieden erhitzt und unter allmihlichem Zusatz einer Mischung 
von 50 ccm konzentrierter Salzsiiure und 50 ccm Kisessig 10 Stunden 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die krystallinisch abgeschiedene 
Siure abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Diese aus Hisessig 
mehrmals umkrystallisierte Bufo-sterocholensiure krystallisiert in 
schénen Blittchen und schmilzt bei 142—144° Sie zeigt keine 
Liebermannsche Reaktion und entfairbt Permanganatlésung. 

4,792, 5,001 mg Subst.: 14,145, 14,775 mg CO,, 4,790, 4,920 mg H,0. 
C,.H,,0, Ber. C 81,09 H 11,19 Gef. C 80,55, 80,60 H 11,18, 11,02. 

2. Diketo-bufo-sterocholensiure. Aus dem Filtrat von 
Bufo-sterocholensiure schied sich beim Kinengen im Vakuum eine 
Krystallmasse von Stibchen ab, die abfiltriert und mit Wasser 
gewaschen wurde. Sie wurde aus Hisessig mehrmals umkrystalli- 
siert und schmolz bei 267—268°. Diese Siure ist in Alkalien 
schwer léslich und zeigt bei der Liebermannschen Reaktion 
eine gelbe Farbe. 

4,495, 4,820 mg Subst.: 12,495, 13,390 mg CO,, 3,840, 4,100 mg H,0. 
C,.H,.0, Ber. C 75,97 H 9,57  Gef. C 75,85, 75,80 H 9,56, 9,52. 
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Bufo -sterocholensduremethylester. 50 mg Bufo-sterocholensidure 
wurden in Ather mit Diazomethan verestert. Der Ester wurde aus Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Er schmilzt bei 103—104°. 

5,052 mg Subst.: 14,985 mg CO,, 5,090 mg H,0O. 

C,,H,,0. Ber. C 81,23 H 11,29 Gef. C 80,95 H 11,27. 

Bufo-sterocholensaure aus Diketo-bufo-sterocholensiure. 0,2 g 
Diketo-bufo-sterocholensiiture wurde in 25 ccm Hisessig gelést, mit 
5 g frischem Zinkamalgam bis zum Sieden erhitzt und weiter mit 
einer Mischung von 50 ccm konzentrierter Salzsiure und 50 ccm 
Kisessig 7 Stunden erhitzt. Beim Erkalten des Reaktionsgemisches 
schieden sich Krystalle, die aus Eisessig umkrystallisiert wurden, 
in Blattchen ab. Diese Siure schmilzt bei 142—144° Bei der 
Mischprobe mit Bufo-sterocholensiure zeigt sich keine Depression. 


Trioxy-bufo-sterocholansduremethylester. 0,5 ¢ ‘T'rioxy-bufo-stero- 
cholenséuremethylester wurde in 8 ccm Eisessig bei Gegenwart 
von Platinoxyd hydriert. Dabei wurde etwa 1 Mol. Wasserstoff 
aufgenommen. Nach dem Abfiltrieren vom Platin wurde das 
Filtrat mit Wasser verdiinnt. Dabei schieden sich Nadeln ab. 
Sie wurden aus Methanol mehrmals umkrystallisiert. Schmelzp. 172°. 

4,392, 4,237 mg Subst.: 11,660, 11,295 mg CO,, 4,070, 4,030 mg H,O. 
C.oH;.0, Ber. C 72,73 H 10,54 Gef. C 72,52, 72,75 H 10,38, 10,64. 

Trioxy-bufo-sterocholansdure. Der Ester wurde mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbad einige Stunden ver- 
seift. Durch Ansiiuern mit Essigsiure wurde eine weibe Fallung 
erhalten, die aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert wurde. 
Die Krystalle sintern bei 60°, Gasentwicklung bei etwa 100°, 
Schmelzpunkt bei 200°. Die aus Ather—Petrolither erhaltenen 
Nadeln schmelzen ebenfalls bei 200°. Die Siure zeigt die gleiche 
Farbreaktion wie die Trioxy-bufo-sterocholensiiure und hat sehr 
ihnliche Kigenschaften wie diese. 

4,782, 4,946 mg Subst.: 12,600, 13,050 mg CO,, 4,450, 4,620 mg H,O. 
C,,.H,,0, Ber. C 72,35 H 10,42 Gef. C 71,96, 72,01 H 10,43, 10,46. 


Triketo-bufo-sterocholansdure. 172 mg ‘Trioxy-bufo-sterocholan- 
siiure wurden in 5 ccm Hisessig gelést und mit 3 ccm einer Chrom- 
siurelésung (5 g CrO, in 100 ccm 5°/,iger Kssigsiurelésung) ver- 
setzt. Nach einer Stunde wurde das Gemisch mit Wasser auf 
50 ccm aufgefiillt und eine Nacht stehen gelassen. 

Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde abfiltriert, mit 
einer Sodalésung auf dem Wasserbade erhitzt und wieder filtriert. 
Das Filtrat wurde mit Essigsiure angesiuert, die Fallung mit 
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Wasser gewaschen und aus EHisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Die in Nadeln krystallisierende Siure schmilzt unter Braunfirbung 
bei 260° Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie eine 
schwache Gelbfirbung. 

3,454, 3,920 mg Subst.: 9,325, 10,570 mg CO,, 2,910, 3,260 mg H,0. 
C,.H,,0,; Ber. C 73,31 H 9,24 Gef. C 73,66, 73,55 H 9,48, 9,31. 
Spezifische Drehung: 63,3 mg Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, 

a =+ 0.20; [ai = + 15,8° 

Triketo-bufo-sterocholanséure-methylester. 60 mg ‘Triketo-bufo- 
sterocholansiure wurden in Alkohol mit aitherischer Diazomethan- 
lésung verestert. Nach dem Verdampfen des Athers und des 
Alkohols wurde der Ester aus Alkohol umkrystallisiert. Der in 
Nadeln krystallisierende Ester sintert bei 150° und schmilzt bei 
181—182°. 

Oxy-diketo-bufo-sterocholansiure. 185 mg T'riketo-bufo-stero- 
cholensiure wurden in 8 ccm Hisessig mit 123 mg Platinschwarz 
unter Wasserstoff 6 Stunden geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren 


vom Platin wurde das Filtrat mit Wasser ausgefillt. Die Fallung . 


wurde aus Hisessig mehrmals umkrystallisiert. Dabei wurden 
nuBschalenférmige Nadeln erhalten, die bei 217—218° schmolzen. 
4,875, 5,000 mg Subst.: 12,785, 13,160 mg CO,, 4,290, 4,500 mg H,O. 
C,.H,,0; Ber. C 72,98 H 9,63 Gef. C 71,59, 71,79 H 9,85, 10,07. 
Dioxim der Oxy-diketo-bufo-sterocholanséure. 40 mg der Siure 
wurden in 3cem Alkohol mit 40 mg Hydroxylamin-Chlorhydrat und 120 mg 


Natriumacetat auf dem Wasserbade 4 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten 
schieden sich schéne Tafeln ab, die aus Alkohol umkrystallisiert wurden. 


Schmelzp. 266—267°. 
2,664, 3,384 mg Subst.: 0,185, 0,163 cem N (23°, 748 mm). 
C,,H,.0;Ne Ber. N 5,71 Gef. N 5,75, 5,47. 

Triketo-bufo-sterocholansaure aus Triketo-bufo-sterocholensaure. 
0,4 g Triketo-bufo-sterocholensiiure wurde in 20 ccm Kisessig mit 
0,2 g Platinschwarz unter Wasserstoff 3 Stunden geschiittelt und 
vom Platin abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 8 cem einer Chrom- 
siurelésung (5 g CrO, in 100 ccm 5°/,iger Eisessiglésung) ver- 
setzt, nach einer Stunde mit Wasser verdiinnt und einen Tag 
stehen gelassen. 

Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen, mit Sodalésung auf dem Wasserbad erhitzt und filtriert. 
Das Filtrat wurde mit Essigsiure ausgefallt. Der Niederschlag 
wurde aus Hisessig umkrystallisiert. Die in Nadeln krystalli- 
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sierende Siure schmilzt bei 260—262° Bei der Mischprobe mit 
Triketo-bufo-sterocholansiure aus _ ‘T'rioxy-bufo-sterocholansiure 
zeigt sie keine Depression des Schmelzpunktes. Ausbeute 0,3 g. 


Clemensen- Reduktion der Triketo - bufo - sterocholansaure. — 
1. Bufosterocholansiure. 0,25 g Siure wurde in 50ccm Kis- 
essig gelést, mit 5g frisch bereitetem Zinkamalgam zum Sieden 
gebracht und mit einer Mischung von 50 ccm konzentrierter Salz- 
siure und 25 ccm Eisessig 8 Stunden erhitzt. 

Nachdem man eine Nacht hatte stehen lassen, schied sich 
die Bufo-sterocholansiure in Nadeln ab, welche abfiltriert und aus 
Kisessig mehrmals umkrystallisiert wurden. Schmelzpunkt bei 
161—162°, keine Liebermannsche Reaktion. 

4,600 mg Subst.: 13,530 mg CO,, 4,450 mg H,0. 

CygH yO. Ber. C 80,62 H 11,62 Gef. C 80,26  H 11,55. 

2. Diketo-bufo-sterocholansiiure. Aus dem Filtrat der 
Bufo-sterocholansiiure wurden durch Eindampfen im Vakuum 
prismatische Krystalle erhalten, die aus EKisessig mehrmals um- 
krystallisiert wurden. Diese Siure schmilzt bei 253° und wird 
durch 5°/,ige Chromsiurelésung in der Kialte nicht angegriffen. 
Bei der Liebermannschen Reaktion zeigt sie eine schwach 
gelbe Farbe. | 

4,890, 4,710 mg Subst.: 13,510, 13,100 mg CO,, 4,450, 4,200 mg H,0. 
C,.H,,0, Ber. C 75,62 H 9,98 Gef. C 75,36, 75,34 H 10,18, 9,98. 

Trioxy-bufo-sterocholensdure-bromlacton. 0,2 ¢ ‘T'rioxy-bufo- 
sterocholensiure wurden in 8 ccm KEisessig gelést und mit 4 ccm 
einer 2°/,igen Brom-Hisessiglésung versetzt. 

Nach 2 Stunden wurde die nach Zusatz von viel Wasser 
sich abscheidende Fallung abgesaugt und mit Wasser gewaschen. 
Die Fallung krystallisiert aus verdiinntem Methanol langsam in 
Nadeln vom Schmelzp. 225°, die in Ammoniak nicht léslich sind. 

5,167 mg Subst.: 11,705 mg CO,, 3,790 mg H,O. — 3,275 mg Subst.: 
0,488 mg Br. 


C,,H,,0,Br Ber. C 62,07 H 8,38 Br 14,77 
Gef. ,, 61,75 5» 8,20 5» 14,97. 
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Uber das Hormon des Corpus luteum. 


Von 


Adolf Butenandt, Ulrich Westphal und Walter Hohlweg. 
Mit 8 Figuren auf Tafel I und II. 


(Aus dem Institut fiir organische Chemie der Technischen Hochschule Danzig-Langfuhr 
und dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1934.) 


Im héheren Tierreich und beim Menschen reifen die Kizellen 
im Ovarium in ,,Kiblaschen“ oder Follikeln, die wir mit Sicherheit 
als Produktionsstitte des Follikelhormons kennen. Uber die physio- 
logischen Aufgaben und den chemischen Bau dieses ersten weib- 
lichen Sexualhormons sind wir gut unterrichtet; wir wissen ins- 
besondere, daB das Follikelhormon aufer einer vegetativen Beein- 
flussung des gesamten weiblichen Genitaltrakts eine ,,generative 
Leistung“ im Aufbau der Uterusschleimhaut vollbringt: wihrend 
der Zeit der Eireifung wird unter der Wirkung des im Follikel 
produzierten Hormons eine Proliferation der Gebirmutterschleim- 
haut hervorgebracht }), 

Nach der EKireife bildet sich in der Follikelhéhle eine Driise, 
die wegen ihres Carotinreichtums als Gelbkérper (Corpus luteum) 
bezeichnet wird. Seit der Jahrhundertwende ist in einer groBen 
Zahl von Experimentalarbeiten der Versuch unternommen worden, 
Klarheit iiber die physiologischen Aufgaben dieses Organs zu 
erlangen’). Es ist heute nicht mehr zweifelhaft, daB im Gelb- 
kérper eine Driise mit innerer Sekretion vorliegt, die ein zweites 
weibliches Sexualhormon bereitet, das Corpus luteum- 
Hormon. Uber die spezifischen Aufgaben dieses Inkretes unter- 
richten aus der Fiille der vorliegenden Arbeiten vor allem die 
folgenden Untersuchungen: 


1) Zusammenfassung: I. St6rmer u. U. Westphal, Ergebnisse der 
Physiologie 35, 318 (1933). 

2) Zusammenfassung der Literatur: E. Allen, ,,Sex and Internal Secre- 
tions“, Baltimore 1932, S. 499—543. 
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Frinkel (1901—1910)') zeigte, daB beim Kaninchen nach 
Zerstérung der Corpora lutea (ohne Entfernung der gesamten 
Ovarien) die Implantation befruchteter Kier verhindert, bzw. eine 
Graviditét unterbrochen wird. G.W. Corner und W. M. Allen’) 
bestiitigten diese Befunde und machten die wichtige Beobachtung, 
daB man die nach Exstirpation der Gelbkérper auftretenden Aus- 
fallserscheinungen durch Verabreichung von Extrakten aus Cor- 
pora lutea beheben kann: unter ihrer Wirkung kommen befruchtete 
Kier zur Implantation, und die Graviditiit lift sich bis zur 
normalen Geburt aufrecht erhalten. Nach diesen Ergebnissen 
vebiihrt Corner und Allen das Verdienst, die innersekretorische 
Funktion des Gelbkérpers experimentell eindeutig bewiesen zu 
haben: das spezifische Inkret des Corpus luteum ist das 
Hormon der Schwangerschaftsvorbereitung und ihrer Er- 
haltung. 

Als solches erfiillt es im Verlauf der Genitalcyklen des weib- 
lichen Organismus eine besondere Aufgabe an der Uterusschleim- 
haut: wihrend der Corpus luteum-Bliite am Ovarium wird die 
durch Follikelhormonwirkung proliferierte Gebarmutterschleimhaut 
in charakteristischer Weise verindert und umgebaut; dieser Uber- 
gang der ,,Proliferations-“ in eine ,,Sekretionsschleimhaut* dient 
der Schwangerschaftsvorbereitung, er ist am besten am Uterus 
des Kaninchens zu erkennen, gilt als spezifische physiologische 
Wirkung des Corpus luteum-Hormons und bildet daher auch die 
Grundlage fiir seinen Nachweis [Allen und Corner; ©. Clau- 
berg*) 1929}. 

Neben der Wirkung auf die Uterusschleimhaut werden dem Corpus 
luteum-Hormon noch weitere physiologische Eigensshaften zugesprochen: 
Inhibition der Follikelreife im Ovarium (Loeb, Hisaw, Parkes u. a), 
Einflu8 auf die Sekretion der Milchdriise, Herabsetzung von Uterustonus und 
Verminderung der Uterusempfindlichkeit gegeniiber Hypophysin (Champy, 
Courrier, Knaus u.a.). Die Frage, ob diese physiologischen Wirkungen an 
ein und dieselbe Substanz gebunden sind, wird spiiter durch die pharmako- 
logische Analyse des reinen Corpus luteum-Hormons zu priifen sein. In 
vorliegender Arbeit wird unter der spezifischen Wirkung des Gelbkérper- 
inkretes lediglich sein Einflu8 auf die proliferierte Uterusschleimhaut ver- 
standen. 

Um die chemische Charakterisierung des Hor- 
mons haben sich seit einigen Jahren mehrere Arbeitskreise be- 





1) Arch. Gynik. 68, 438 (1903); 91, 705 (1910). 
2) Amer. J. Physiol. 86, 74 (1928); $8, 326, 340 (1929). 
‘) Die weiblichen Sexualhormone“, J. Springer, Berlin 1933. 
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miiht}). Ubereinstimmend wird aus dem Verhalten der aktiven 
Extrakte aus Corpora lutea der Schlu8 gezogen, daB das Gelbkérper- 
hormon wenig léslich ist in Wasser, leicht dagegen in allen organischen 
Lésungsmitteln, und da es gegeniiber Alkali und Oxydations- 
mittel sehr empfindlich ist. Gegen Pankreasferment soll die 
wirksame Komponente der Rohextrakte labil sein?). — Vor lingerer 
Zeit ist von drei Seiten iiber die Darstellung krystallisierter Stoffe 
aus Corpora lutea berichtet worden, die sich im physiologischen 
Test mit einer Dosis von etwa 3 mg als aktiv erwiesen'). Keines 
dieser Krystallisate ist hingegen in physikalischer oder chemischer 
Hinsicht bisher irgendwie gekennzeichnet worden. 

In Fortsetzung unserer Arbeiten iiber die vergleichende Unter- 
suchung der Sexualhormone haben wir im Herbst des letzten 
Jahres begonnen, uns mit der chemischen Charakterisierung des 
Corpus luteum-Hormons zu beschiiftigen. Unsere Arbeiten fihrten 
zur Darstellung mehrerer einheitlicher Stoffe aus Gelbkérper- 
extrakten; im Mirz 1934 gelang uns die Isolierung des ersten 
physikalisch, chemisch und physiologisch charakteri- 
sierten einheitlichen Krystallisates mit der Wirksamkeit 
des Corpus luteum. Die Ergebnisse wurden auf dem Kongret 
fiir Innere Medizin am 11. April 1934 und vor der Gesellschaft 
der Arzte in Wien am 25. Mai 1934 vorgetragen und in vorliiufigen 
Mitteilungen zum Druck gegeben*). Die vorliegende Veréffent- 
lichung enthalt die ausfiihrliche Beschreibung unserer Versuchs- 
ergebnisse. Wir haben bei der Durchfiihrung unserer Untersuchung 
die folgende Arbeitsteilung innegehalten: der eine von uns 
(W. Hohlweg) stellte im Hauptlaboratorium der Schering-Kahl- 
baum A.-G., Berlin, gereinigte Extrakte aus Corpora lutea dar 
und priifte alle waihrend der Untersuchung anfallenden Chargen 
auf ihre physiologische Wirksamkeit; die chemische Untersuchung 
der wirksamen Ausziige und die Isolierung und Charakterisierung 
der krystallisierten Stoffe erfolgte durch U. Westphal im Orga- 
nisch-chemischen Institut, Danzig-Langfuhr. 





1) W. M. Allen u. Mitarb., J. of biol. Chem. 98, 591 (1932); Amer. J. 
Physiol. 106, 55 (1933) [zitiert nach Chem. Z. 1933, II, 3863]; F. L. Hisaw 
u. Mitarb., Amer. chem. Soc. 54, 254 (1932); Fels u. Slotta, Proc. II. Inter- 
nat. Congr. for Sex Research, London 1930, S. 361; Verhandlg. Deutsch. 
Ges. f. Gynikologie, Frankfurt 1931; Zbl. f. Gynikologie 55, 2765 (1931). 

*) Engelhardt, Arch. Gynik. 145, Heft 1 (1933). 

8) Verhandlg. der Deutschen Ges. f. Innere Medizin, Wiesbaden, April 
1934; Wien. Klin. Wschr. 1984, Nr. 29/30; Forschungen und Fortschritte 1934, 
Nr. 22/23; vgl. auch Vortragsreferat Medizinische Klinik 30, 854 (22. 6. 34). 
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Der Test auf Corpus luteum-Hormon. 


Der von uns verwendete Test zur quantitativen Bestimmung 
des Gelbkérperhormons fu8t auf den grundlegenden Arbeiten von 
Allen und Corner?) und stellt eine Modifikation der von diesen 
Autoren angegebenen Arbeitsweise dar, die sich eng an die von 
C. Clauberg?) ausgearbeitete Methode anschlieBt. 

Corner und Allen verwenden als Testtiere erwachsene Kaninchen- 
weibchen, in deren Ovarien sich reife Follikel befinden; das Vorhandensein 
dieser Follikel ist daran zu erkennen, daB die Tiere nur in diesem Falle 
den Bock zulassen. Die Weibchen werden sofort nach dem Belegen kastriert, 
und es wird ein Stiick Uterushorn zur mikroskopischen Kontrolle entnommen. 
Dem so vorbereiteten Tier, dessen Gebirmutterschleimhaut sich im Zustand 
der Proliferation befindet, wird die auf Corpus luteum-Hormon zu priifende 
Substanz subcutan in Ollésung tiber 5 Tage verteilt verabreicht. Am 6. Ver- 
suchstage werden die Tiere getétet, und durch histologische Untersuchung 
der Gebiirmutter wird festgestellt, welche der verabreichten Dosen die 
charakteristische Umwandlung der Schleimhaut hervorgebracht hat. 

Unabhingig von C. Clauberg hat der eine von uns (Hohl- 
weg). versucht, diesen Test nach Allen und Corner dadurch zu 
vereinfachen und genauer zu gestalten, daf& an Stelle der natiir- 
lich proliferierten Uterusschleimhaut des geschlechtsreifen Kanin- 
chens ein durch Follikelhormongaben kiinstlich aufgebautes Endo- 
metrium eines infantilen Kaninchens als Indikator der Hormon- 
wirksamkeit verwendet wird. Diese Methode erspart die Kastration 
und die histologische Kontrolluntersuchung eines Uterushornes 
und gestattet einen ganz einwandfreien quantitativen Nachweis 
des wirksamen Stoffes. Nach C. Clauberg bewirkt eine 8 Tage 
lang durchzufthrende Verabreichung von je 10 M.E. Follikelhormon 
am infantilen Kaninchen von 600—800 g Kérpergewicht eine 
physiologische Proliferation der Uterusschleimhaut und macht das 
Tier fiir den Test verwendbar. Wir stellten fest, daB man gleich 
gute Resultate erzielt, wenn man die infantilen Testtiere 
6 Tage lang mit je 25 M.E. Follikelhormon vorbehandelt, 
und sodann nach eintigiger Ruhepause die auf Corpus 
luteum-Hormon zu priifende Substanz in éliger Lésung 
iiber 5 Tage verteilt verabreicht. Fiir die im Verlauf der vor- 
liegenden Untersuchung durchgefiihrten Auswertungen haben wir uns 
ausschlieBlich dieser Form der Unterteilung bedient, die den gesamten 
Test auf genau 2 Arbeitswochen begrenzt; sorgt man dafiir, daB jede 
Woche eine Anzahl infantiler Kaninchen mit Follikelhormon vor- 
behandelt werden, so dauert die Auswertung der Priparate 6 Tage. 


1) Vgl. Anmerk. 1, 8. 86. 2) Vgl. Anmerk. 3, S. 85. 
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Fiir den Test wurden 750—1000 g schwere Kaninchen aus- 
gewahlt; da erfahrungsgem&B die Tiere sehr gleichmiBig auf das 
zugefitihrte Hormon reagieren, geniigt die Verwendung von 2 bis 
3 Tieren pro Dosis. In der Beurteilung der Reaktion unter- 
scheiden wir folgende Stadien der Schleimhautumwandlung: 

Stadium 0 = keine Umwandlung, 

Stadium 1 = beginnende Umwandlung, 

Stadium 2 = deutlich wahrnehmbare Umwandlung, 

Stadium 3 = volle Umwandlung; 
es erweist sich indessen als giinstig, noch Zwischenstadien mit 
den Bezeichnungen 1—2 und 2—3 zu kennzeichnen. Die Fig. 2 
bis 4 auf Tafel I zeigen als Beispiele die Umwandlungsstadien 
0, 2 und 2—3. Als Einheit (K.E.) bezeichnen wir die Gesamt- 
dosis, die (in 6liger Lésung an 5 aufeinanderfolgenden Tagen 
subcutan injiziert) bei simtlichen Versuchstieren die Ge- 
birmutterschleimhaut mindestens in das Stadium 2 iiber- 
fiihrt. Die Genauigkeit der Testmethode ist groB; bei Verwendung 
von nur 8 Tieren pro Dosis kénnen Wirksamkeitsunterschiede von 
20°/, eindeutig ermittelt werden. In Tab. I geben wir von unseren 
tierexperimentellen Versuchen die Auswertung eines gereinigten 
Extraktes aus Corpora lutea als ausfiihrliches Beispiel wieder. 


Tabelle I. 


Auswertung eines gereinigten Corpus luteum-Extraktes (R.E. XII) 
am infantilen Kaninchen. 


(26,3 g aus 1281 kg Schweineovarien.) 
9 Kaninchenweibchen, infantil, Nr. 5231—5239 wurden vom 16. 4. bis 
21. 4. 34. mit tiglich 25 M.E. Follikelhormon (wiBrigem ,,Progynon“) vor- 
behandelt. Vom 23.—27. 4. 34. erhielten die Tiere das zu priifende Ol 
(R.E. XII). Die Tiere wurden getétet am 28. 4. 34. 




















Kaninchen Nr. Extrakt Befund 
5231 Lisung a) 45 mg R.E. XII in 50cem Ol; 2/, 
5232 gespritzt: 5 mal, 1 ccm tiglich “J. 
5233 = 4,5 mg Gesamtdosis +}, 
5234 Lésung b) Lésung a) 3:1 verdiinnt; ge- 2 
5235 spritzt: 5mal, 1 cem tiaglich 2 
5226 = 3,36 mg Gesamtdosis 2/5 
5237 Lésung c) Lésung a) 2:1 verdiinnt; ge- '/o 
5238 spritzt: 5 mal, 1 ecm taglich 1 
5239 = 3,0 mg Gesamtdosis i. 


3,36 mg entsprechen einer Kanincheneinheit. Ausbeute: 
7827 Kanincheneinheiten = 6 Kanincheneinheiten pro Kilogramm Ovar. 











1S- 
las 
18 
.T- 





Uber das Hormon des Corpus luteum. 89 


Eine Fehlerquelle in der Auswertung des Corpus luteum-Hormons 
kann gegeben sein durch Verunreinigung der Priiparate mit Follikelhormon, 
das die Umwandlung der Uterusschleimhaut durch das Gelbkérperhormon 
verhindert, wenn es in gréBerer Menge gleichzeitig mit ihm zur Wirkung 
gelangt. Man hat sich daher durch eine Priifung im Allen Doisy-Test') 
zu tiberzeugen, daB keine gréBeren Mengen Follikelhormon in den Zuberei- 
tungen des Corpus luteum-Hormons zugegen sind; eine Trennung der beiden 
Hormone kann nach einer Vorschrift von Allen*) durchgefiihrt werden. 


Chemische Untersuchungen. 


1. Darstellung von Rohkrystallisaten 
mit Corpus. luteum-Wirkung. 

Als Ausgangsmaterial fiir unsere chemischen Versuche 
verwandten wir Schweineovarien oder die daraus isolierten Cor- 
pora lutea; eine andere Fundstitte fiir das Corpus luteum-Hormon 
war zu Beginn unserer Untersuchungen nicht bekannt; nachdem 
kiirzlich das Hormon auch in der Plazenta nachgewiesen wurde’), 
wird man auch diese zu seiner Darstellung heranziehen kénnen. 

Zur Bereitung eines wirksamen Extraktes verwendeten wir 
weitgehend die grundlegenden Angaben von Allen‘), in Kombi- 
nation mit den Erfahrungen, die wir bei der Darstellung des 
Follikelhormons*) und Androsterons*®) sammeln konnten. Das 
Corpus luteum-Hormon findet sich in den in Benzol, Aceton und 
Ather léslichen Anteilen des Ovarialgewebes; wie das Follikel- 
hormon laiBt es sich von vielen Begleitstoffen durch Verwendung 
von zwei Entmischungsmethoden trennen: bei der Verteilung 
zwischen 70°/,igem Methylalkohol und Petrolither’) verbleibt es 
in der alkoholischen, bei anschlieBender Entmischung seiner 
80°/,igen uthylalkoholischen Lisung mit Benzol‘) in der benzo- 
lischen Phase. Nach Uberfiihrung in eine konz. alkoholische 
Liésung kann man durch vorsichtigen Wasserzusatz (bis auf 33°/,) 
weitere Verunreinigungen des Hormons ausfillen®) und so eine 
in Ather leicht lésliche Fraktion gewinnen, die mit 3,5—5,5 mg 
als Gesamtdosis die driisige Umwandlung der proliferierten Uterus- 
schleimhaut bewirkt; in Tab. I ist die physiologische Auswertung 


1) Diese Z. 188, 1 (1930). 

*) W. M. Allen u. R. K. Meyer, Chem. Z. 1933, II, 3863. 

5) Adler, de Fremery u. Tausk, Nature 133, 293 (1934). 

*) Amer. J. Physiol. 92, 174 (1932); Chem. Z. 1933, II, 3863. 

5) Diese Z. 191, 127 (1930); 199, 243 (1931). 

6) Ergebnisse der Physiol. 35, 301 (1933); Wien. klin. Wschr. 1934, 
Nr, 29/30. 7) Methodik: Diese Z. 191, 131 (1930). 

8) Methodik: Diese Z. 191, 133 (1930). *) Chem. Z. 1933, II, 3863. 
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einer solchen Zubereitung (R.E. XII) wiedergegeben und die Aus- 
beute berechnet worden: aus 1000 kg (etwa 160000 Stiick) Schweine- 
ovarien kann man im Durchschnitt 20 ¢ dieses ,,gereinigten Cor- 
pus luteum-Extraktes“ gewinnen. 

Wie bei der Darstellung des minnlichen Prigungsstoffes 
Androsteron?) gelang uns ein wesentlicher Fortschritt in der 
weiteren Reinigung des physiologisch aktiven Prinzips unserer 
Extrakte durch die Erkenntnis, daB es sich auch hier um einen 
Stoff von Ketoncharakter handelt: durch Umsatz der hoch- 
gereinigten éligen Chargen mit Semicarbazid in essigsaurer 
Lésung laBt sich praktisch die gesamte physiologisch wirksame 
Substanz in Gestalt eines schwer léslichen Rohsemicarbazons 
fallen, das sich um 260° zersetzt; die verbleibenden Mutterlaugen 
umfassen durchschnittlich etwa 80 Gewichtsprozent, sie zeigen auch 
in Dosen von 15 mg keine Andeutung einer physiologischen Wirk- 
samkeit mehr. 

Bisher konnten wir nach dieser Methodik 12,5 g des hoch- 
gereinigten Oles verarbeiten, die etwa 2700 K.E. an Corpus luteum- 
Hormon enthielten. Wir gewannen daraus insgesamt 2,6 g Roh- 
semicarbazon, auf dessen nihere Charakterisierung wir zuniichst 
unser Hauptaugenmerk richteten; mit der Untersuchung der Semi- 
carbazonmutterlaugen sind wir noch beschiftigt. 

Das Rohsemicarbazon liefert bei der Spaltung mit ver- 
diinnter Siiure ein von Krystallen durchsetztes Ol, das wir zur 
weiteren Reinigung einer vorsichtigen Hochvakuumsublimation unter- 
warfen; diese gestattet eine Fraktionierung des Spaltproduktes 
in einen bei 120° (0,001 mm Hg) in schén ausgebildeten Krystallen 
sublimierenden Anteil (A) und einen in der Retorte verbleibenden 
Riickstand (B). 500 mg Rohsemicarbazon liefern 160-——-170 mg 
des gut krystallisierenden Stoffes (4), dessen schwankende physi- 
kalische Eigenschaften deutlich erkennen lassen, daB es sich um 
ein Substanzgemisch handelt. 

Kine weitere Trennung dieses Sublimates (A) in zwei 
Fraktionen 148t sich auf Grund ihrer verschiedenen Léislichkeit 
in wiBrigem Alkohol erzielen: 

Die schwerer léslichen Anteile (4,) umfassen etwa 70°/,, 
besitzen einen Schmelzpunkt von 145—155°, bestehen nur aus 
Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff und vermégen in 
einer Gesamtdosis von 1 mg die Sekretionsschleimhaut zu er- 


1) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 
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zeugen; sie zeigen keine Anderung ihrer physiologischen Wirksam- 
keit, wenn man sie mit 2°/,iger Alkalilauge auf 70° erwiirmt. 

Die leichter léslichen Anteile (4,) (um 30°/,) sind eben- 
falls krystallin, zeigen einen Schmelzpunkt von 75—85° und sind 
von etwa der gleichen physiologischen Wirksamkeit wie die Frak- 
tion A, (1 K.K. = 1 mg). 

Kine Bilanzrechnung zeigt, daB wir in den Fraktionen 
A, + 4, 30—35°/, der physiologischen Wirksamkeit des 
Ausgangsextraktes in Form von hitze- und alkalistabilen 
(noch uneinheitlichen) Krystallisaten erfaBt haben. 


2. Isolierung und Charakterisierung 

eines physiologisch unwirksamen Oxyketons C,,H,,0,. 

Die im voranstehenden Abschnitt beschriebenen Krystallisate 
(A, und A,) stellen Gemische von mehreren einander sehr nahe 
stehenden Stoffen dar; wir haben uns lingere Zeit vergeblich 
bemiiht, sie durch fraktionierte Krystallisation und Sublimation 
zu trennen; auch eine Fraktionierung mit Hilfe von Oximbildung 
ist uns mit den verfiigbaren Mengen nicht méglich gewesen. 

Die weitere Aufteilung des Krystallisates A, gelingt jedoch 
leicht, wenn man das Substanzgemisch durch Erhitzen mit Essig- 
siureanhydrid acetyliert und das Reaktionsprodukt aus verdiinntem 
Alkohol langsam krystallisieren laBt. Ks scheiden sich etwa 40°/, 
des Ausgangsstoffes (4,) in Form eines schén krystallisierenden 
Rohacetates vom Schmelzp. 112—125° ab, aus dem sich durch 
hiiufiges Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol ein einheit- 
liches Acetat vom konstanten Schmelzp. 144,5° (unkorr.) ge- 
winnen lift. Dieses Acetat krystallisiert in groBen flachen Blittchen, 
die in Fig. 5 auf Tafel If wiedergegeben sind; es handelt sich 
um das Monoacetat eines neuen Ketoalkohols der Zusammen- 
setzung C,,H,,0,, der sich durch Verseifung des Acetats in Form 
durchscheinender diinner Blittchen vom Schmelzp. 194° (unkorr., 
Fig. 6 auf Tafel I) gewinnen lift und durch die Darstellung eines 
Oxims (Schmelzp. 227°, unkorr.) charakterisiert worden ist. Bei 
gelinder Oxydation mit Chromsiiure lift sich das Oxyketon in 
des ihm entsprechende Diketon C,,H,,0, (Schmelzp. 200,5°) 
verwandeln, das ein in verfilzten Nadeln krystallisierendes Dioxim 
(Schmelzp. 260°, unkorr.) liefert. 

Die mehirfech wiederholte physiologische Priifung ergab, daB 
in diesem neuen Oxyketon nicht die hormonal wirksame Komponente 
unseres Ausgangsmaterials vorliegt: bei Verabreichung von Dosen 
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bis zu 3 mg ist noch kein Einflu8 auf die Uterusschleimhaut zu 
erkennen. Es handelt sich demnach um einen physiologisch 
unwirksamen Begleitstoff des Corpus luteum-Hormons, der 
als solcher ein gleich groBes Interesse besitzen diirfte wie das 
Pregnandiol, der charakteristische Begleiter des Follikelhormons 
im Schwangerenharn’), — Da das neue Oxyketon C,,H,,0, iber- 
dies nur um 2 Wasserstoffatome irmer ist als das Pregnandiol 
C,,H,,0,, ist eime nahe chemische Beziehung beider Stoffe zu- 
einander sehr wahrscheinlich; die Annahme hingegen, daB in dem 
Begleiter des Corpus luteum-Hormons ein ,,Pregnanolon‘ vorliegt, 
das aus dem Pregnandiol durch Dehydrierung einer sekundiiren 
Alkoholgruppe entstanden gedacht werden kénnte, ist unzutreffend: 
beide Stoffe liefern bei der Oxydation nicht identische Diketone 
der Zusammensetzung C,,H,,0.. 


3. Reindarstellung des Corpus luteum-Hormons, 

Das gesuchte Corpus luteum-Hormon findet sich in den 
Mutterlaugen des Oxyketons und in dem weiter oben beschriebenen 
Rohkrystallisat (4,) vom Schmelzp. 75—85° Aus letzterem ver- 
mochten wir es zuerst in reiner Form zu isolieren. 

Der Schmelzpunkt des Stoffgemisches (A,) steigt bei wieder- 
holtem Umlésen aus verdiinntem Alkohol und Aceton langsam 
bis auf 110° (Sinterung 94°); ein Stoff dieses Reinheitsgrades lift 
sich am besten wiederum durch fraktionierte Sublimation im 
Hochvakuum bei 120° zerlegen: 

Die zunichst iibergehenden éligen Anteile kénnen aus ver- 
diinntem Alkohol krystallisiert erhalten werden; sie zeigen einen 
unter 100° (unkorr. 35°) liegenden Schmelzpunkt, enthalten noch 
einen betriichtlichen Teil der physiologischen Wirksamkeit, stellen 
aber ein noch zu charakterisierendes Stoffgemisch dar. 

Nach Abtrennung dieses ersten Destillats scheidet sich bei 
der weiteren Sublimation im Retortenhals eine schén krystalli- 
sierte, farblose Substanz vom Schmelzp. 117—118° ab; sie ist 
physiologisch hochwirksam und lift sich durch mehrfaches Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol in einen einheitlichen 
Stoff vom Schmelzp. 128,5° (unkorr.) iiberfiihren, der in stark 
lichtbrechenden kompakten Rhomben krystallisiert, die auf Tafel II 
in Fig. 7 dargestellt sind. 

In diesem einheitlichen Stoff liegt das erste reine 
Krystallisat mit der hormonalen Wirkung des Gelbkorpers 





1) Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930); 64, 2529 (1981). 
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vor: 0,75 mg als Gesamtdosis verursachen in unserem Testverfahren 
eine eindeutige Umbildung der proliferierten Uterusschleimhaut 
des Testkaninchens (vgl. die auf Tafel I wiedergegebene Bildfolge!). 
Dem Hormon schreiben wir die Zusammensetzung C,,H,,O, zu, 
jedoch ist die homologe Formel C,,H,,O, noch nicht mit Sicherheit 
ausgeschlossen. Bisher vermochten wir 20 mg dieses Hormons in 
reiner Form darzustellen; das aus 8 mg bereitete Dioxim des 
Corpus luteum-Hormons (Schmelzp. 243°) beweist, daB beide Sauer- 
stoffatome in Form von Carbonylgruppen vorliegen: Das Corpus 
luteum-Hormon besitzt den Charakter eines Diketons. 

Interessanterweise findet sich in den Mutterlaugen des Hormons 
vom Schmelzp. 128,5° ein Stoff, der diesem auBerordentlich nahe 
zu stehen scheint. Aus der Bilanz der physiologischen Kinheiten 
in den letzten krystallisierten Fraktionen ist bereits zu ersehen, 
daB es sich hier um ein zweites, etwa gleich wirksames Produkt 
handeln muB. Seine Reindarstellung ist uns in kleiner Menge 
gelungen. Das zweite Hormonkrystallisat schmilzt konstant 
bei 120° (unkorr.) und bildet lange, gut ausgebildete Nadeln, die 
vollig verschieden sind von den Rhomben des bei 128,5° schmel- 
zenden Diketons und in Fig. 8 auf Tafel Il wiedergegeben werden. — 
Die weitere Untersuchung muB zeigen, ob es sich hier um ein 
echtes Isomeres des Diketons 128,5°, oder nur um eine polymorphe 
Modifikation handelt. 

Die hormonal wirksamen Stoffe geben keine deutliche Fir- 
bung mit Tetranitromethan, dennoch ist aus ihrem Verhalten auf 
eine ungesittigte Natur zu schlieBen. Die Zusammensetzung C,, H,,.0, 
laBt an eine nahe Beziehung zu dem oben charakterisierten Be- 
sleitstoff C,,H,,0,, zum Pregnandiol C,,H,,0, und damit zum 
Androsteron C,,H,,O, und Follikelhormon C,,H,,0, denken). 

Kinen Vorschlag zur Nomenklatur der von uns erstmalig dar- 
gestellten reinen Stoffe behalten wir uns vor bis zur erfolgten 
Ermittlung ihrer chemischen Konstitution. 


Die vorliegende Untersuchung wurde erméglicht durch Unter- 
stiitzung von seiten der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin. 





1) Pregnandiol, Pregnandion und Androsteron sind im Corpus luteum- 
Test ohne physiologische Wirkung; dasselbe gilt fiir ein von HerrnJ.Schmidt 
aus Pregnandiol bereitetes Pre gnanolon C,,H;,0,, Schmelzp. 152° (Mono- 
acetat, Schmelzp. 142,5°), tiber das in anderem Zusammenhang niiher berichtet 
werden soll. 


i 
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Der Justus Liebig-Gesellschaft dankt der eine von uns 
(U. W.) fiir die Erteilung eines Forschungsstipendiums. Als be- 
sondere Pflicht empfinden wir es, Herrn Prof. W.Schoeller, Berlin 
fiir die vielseitige Férderung dieser Arbeit unseren herzlichen 
Dank auszusprechen. 


Nachtrag: Nach dem Abschluf der vorliegenden Arbeit er- 
reichten uns 3 Mitteilungen, auf die wir kurz verweisen méchten: 

Auf Grund der am 11. 4, 34 in Wiesbaden erfolgten Bekannt- 
gabe unserer Resultate schrieb Prof.O. Wintersteiner, Columbia- 
Univers. New York unter dem 26. 6.34 an den einen von uns, 
daB er unabhiingig von unserer Arbeit zu offenbar gleichen Er- 
gebnissen in der Bearbeitung des Corpus luteum-Hormons gelangt 
sei; von seinen (bisher nicht publizierten) Daten wurde uns die 
Isolierung eines wirksamen Stoffes C,,H,,0, (Schmelzp. 128°, 
eines zweiten, nicht niher beschriebenen wirksamen Stoffes vom 
Schmelzp. 120—121° und eines unwirksamen Oxyketons C,,H,,0, 
(Schmelzp. 190°) brieflich unterbreitet. Wir benutzen gern die 
Gelegenheit, auf diese Bestatigung unserer Resultate hinzuweisen. 

Ebenfalls veranlaBt durch unsere Mitteilung auf dem Kon- 
greB fiir innere Medizin in Wiesbaden, haben in diesen Tagen 
M. Hartmann und A. Wettstein iiber ,in krystallisiertes 
Hormon aus Corpus luteum“ berichtet'). Wir haben bereits an 
anderer Stelle”) Gelegenheit genommen, die irrtiimliche Angabe 
der Autoren, da8 der eine von uns ,,in Wiesbaden u. a. iiber ein 
noch nicht rein dargestelltes Krystallisat des Corpus luteum-Hor- 
mons von Keton-Natur“ vorgetragen habe, zu berichtigen: es sei 
noch einmal erwahnt, daB in Wiesbaden ausfiihrlich tiber die 
Darstellung des ersten einheitlichen, chemisch und physikalisch 
charakterisierten Hormons von Diketonnatur vorgetragen wurde! 
Demgegeniiber beschiftigt sich die Mitteilung von Hartmann 
und Wettstein mit der Beschreibung eines krystallisierten 
Stoffgemisches (Schmelzp. 175—177°), das offenbar dem seit 
3 Jahren in anderen Arbeitsstitten vorliegenden Krystallisat’) 
vergleichbar ist und dessen Fraktionierung Gegenstand unserer 
vorliegenden Arbeit bildet. 

Vor wenigen Tagen haben auch K. H. Slotta, H. Ruschig 
und E. Fels*) iiber die ,,Reindarstellung der Hormone aus dem 





) Helvet. chim. Acta 17, 878 (1934). 7) Ber. chem. Ges. 67, 1440 (1934). 
8) Vgl. S. 86 der vorliegenden Mitteilung. 
*) Ber. chem. Ges. 67, 1270 (1934). 
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Corpus luteum“ berichtet. Abgesehen von den eingehenden kry- 
stallographischen Messungen (A. Neuhaus) erblicken wir in den 
mitgeteilten Ergebnissen tiber Schmelzpunkte und Analysen der 
,Luteosterone A, C, J“, die nicht durch Derivate gekénnzeichnet 
wurden, Bestaitigungen von einem Teil unserer im April publi- 
zierten Arbeiten?), 


Beschreibung der Versuche. 


I. Bereitung des Rohsemicarbazons. Als Ausgangsmaterial 
diente stets ein gereinigter Extrakt, der nach den oben (S. 89) 
angegebenen Methoden aus Scheineovarien oder Corpora lutea 
bereitet wurde; er stellt ein dunkelbraunes zihfliissiges Rohél 
dar; 1 K.K.=3,5—5,5 mg. 

Kine 500 K.E. entsprechende Gewichtsmenge (1,8—2, 8g) dieses 
Produktes wird unter Erwairmen in 15 ccm Alkohol gelést, mit 
15 ccm einer alkoholischen Lésung von etwa 0,8 g Semicarbazid- 
acetat versetzt und 3/, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. 
Beim Einengen der Lésung auf etwa 15 ccm fillt das ,,Rohsemi- 
carbazon“ in schweren, gelbbraunen Krystallen aus; es wird ab- 
filtriert und mit Alkohol und heiBem Wasser gewaschen. Durch- 
schnittliche Ausbeute: 500 mg vom Zersetzungsp. 260°. 


Physiologische Priifung der Semicarbazon-Mutterlaugen: 
Beispiel: Die Semicarbazon-Mutterlauge aus 1,7 g eines Rohextraktes 
(R.E. IV, 1 K.E. = 7,5 mg) wurde mit viel Ather versetzt, die ditherische 
Lésung zur Entfernung des restlichen Semicarbazids mit verdiinnter 
Schwefelsiiure und Wasser gewaschen, getrocknet und verdampft: 490 mg 
Rest6l] (UW 1), das in Dosen von 7,5 und 15 mg keinerlei physiologische 
Wirkung zeigte. 

II. Spaltung des Semicarbazons und erste Fraktionierung der 
Spaltprodukte. 500 mg Rohsemicarbazon werden mit 20 ccm Alko- 
hol und 10 ccm 5n-wiiBriger Schwefelsiiure auf dem Wasserbade 

1 Stunde zum Sieden erhitzt. Nach dem Verdiinnen mit 1/, Liter 
Wasser wird die braun gefirbte klare Liésung mit Ather aus- 
seschiittelt; die ‘atherléslichen Anteile stellen ein klares gelbes 
Ol dar, das haufig von Krystallen durchsetzt ist. 

Das Spaltprodukt wird bei 120° (?/,,,, mm) langsam fraktio- 
niert destilliert; es sublimieren 150—160 mg farbloser, schén 
ausgebildeter Krystalle; sie werden nach der Behandlung mit 
Tierkohle in alkoholischer Lésung einmal aus verdiinntem Alko- 





1) Vgl. Ber. chem. Ges. 67, 1440 (1934). 
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hol umkrystallisiert und dadurch getrennt in die schwerer lés- 
lichen, auskrystallisierenden Anteile (4,) und die in der Mutter- 
lauge verbleibenden Anteile (4,). 
Krystallisat 4,: Schmelzp. 145—155°, Ausbeute 100—120 mg. 
Physiologische Wirksamkeit: U.W. 15; dargestellt aus 2,2 ¢ 
Rohextrakt (R.E. VIII, 1 K.E. = 4,4 mg): 
3 mg bewirken Stadium 3, 1 mg bewirkt Stadium 2—3, 
1 K.E. = 1 mg. 
Alkalistabilitait: 24mg U. W. 19, Schmelzp. 145—148°, dargestellt 
aus 2,5 g Rohextrakt (R.E.X. 1 K.E. = 5 mg): 
1,5 mg bewirken Stadium 3, 0,75 mg bewirken Stadium 1, 
1K.E.=>~i1mg. 
Das Priiparat (U.W. 19) wurde '/, Stunde lang mit 2°/, iger wiBrig 
alkoholischer Kalilauge auf 70° erwirmt und durch EingieBen in ver- 


diinnte Schwefelsiure wieder gefillt. Ausbeute: 21,6mg U.W. 20, Schmelz- 
punkt 156° (leichteSinterung bei135°). Die physiologische Auswertung ergab: 


38mg bewirken Stadium 2—3, 1 mg bewirkt Stadium 2, 
1K.E.=1mg. 

Krystallisat 4,: Schmelzp. 75—85°, Ausbeute 35—55 mg. 

Physiologische Wirksamkeit: U.W. 16, dargestellt aus 2,2 ¢ 
Rohextrakt (R.E. VIII, 1 K.E. = 4,4 mg): 

3 mg bewirken Stadium 3, 1 mg bewirkt Stadium 2, 
1K.E.=1mg. 

III. Oxyketon C,,H,,0,, Schmelzp. 194°. Monoacetat. 100mg 
des Krystallisates A, (Schmelzp. 145—155°) wurden mit 1,5 ccm 
Essigsiureanhydrid 15 Minuten lang zum Sieden erhitzt; das 
iiberschiissige Anhydrid wurde allmihlich durch Alkohol ver- 
dringt und die heiBe alkoholische Lisung mit Wasser bis zur 
Triibung versetzt. Es krystallisierte ein Rohacetat, Schmelz- 
punkt 112—125°; Ausbeute: 40 mg. Durch haufiges Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Alkohol stieg der Schmelzpunkt auf den 
konstanten Wert von 144,5° (unkorr.). GroBe flache Blattchen, 
vel. Fig. 5, Tafel I. Das Acetat gibt keine Farbung mit Tetra- 
nitromethan. 


4,530 mg Subst.: (bei 57° i. Hochv. iiber P,O, getrocknet): 12,745 mg 
CO,, 4,080 mg H,0. 

C.,5H,,.0, Ber. C 76,61 H 10,07 Gef. C 76,73 H 10,08. 

Verseifung des Acetates: 44 mg des Acetylderivats wur- 
den mit 7 ccm 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge 1 Stunde 
lang gekocht und die Lésung in verdiinnte Schwefelsiure ein- 
gegossen. Das ausfallende Oxyketon wurde mehrfach aus ver- 
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diinntem Alkohol umkrystallisiert und durch Sublimieren im 
Hochvakuum vollig rein erhalten. Schmelzp. 194° (unkorr.); durch 
Acetylierung laBt es sich in das Acetat vom coun 144,5° 
(unkorr.) zurtickverwandeln. 

4,749 mg Subst. (12 Stunden getr. bei 100°, 12 mm Hg iiber P,O,): 
13,815 mg CO,, 4,550 mg H,O; 0,148, 0,232 mg Subst. in 3,090, 2,530 mg 
Campher: 4 = 6,1°, 12,0° 

C,, H,,0, Ber. C 79,18 H 10,77 Mol.-Gew. 318 
Gef. ,, 79,34 ,, 10,72 “ 314, 305. 

Oxim: 11 mg des Oxyketons wurden 3 Stunden mit 5 ccm 
einer Liésung von etwa 60 mg Hydroxylaminacetat in absolutem 
Alkohol zum Sieden erhitzt. Nach dem Anspritzen der Reaktions- 
lésung mit Wasser krystallisierte das Oxim, das aus Alkohol um- 
krystallisiert wurde. Schmelzp. 224° (unkorr.). Dasselbe Oxim 
lieB sich auch direkt aus dem Rohspaltprodukt des Semicarb- 
azons gewinnen: 

3,412 mg Subst. (bei 78°, 13 mm Hg, iiber P,O, getrocknet): 9,460 mg 
CO,, 3,200 mg H,O; 3,103 mg Subst.: 0,116 cem N, (25°, 763 mm). 

C,,H,,0.N Ber. C 75,61 H 10,58 N 4,20 
Gef. ,, 75,61 ,, 10,49 ,, 4,80. 

Oxydation des Oxyketons mit Chromsiure: 14,8 mg 
des Oxyketons wurden in 3 ccm reinem Eisessig gelést und mit 
0,3 com Hisessig—Chromsiurelésung (1,6 Atome Sauerstoff pro Mol 
Oxyketon) versetzt. Die Reaktionslésung wurde 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Die in Ather léslichen neutralen 
Anteile des Oxydationsgemisches zeigten einen Schmelzpunkt von 
193°, er stieg nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alko- 
hol auf den konstanten Wert 200,5° (unkorr.). Das entstandene 
Diketon ist in kochender Natronlauge unléslich und gibt mit 
Tetranitromethan keine Gelbfirbung. 

4,395 mg Subst. (getr. bei 100° i. V. iiber P,O,): 12,795 mg CO,, 
3,990 mg H,O. — 0,229, 0,223 mg Subst. in 2,440, 3,480 mg Campher: 
4=11,8°, 8,0°% 

C,,H3,0, Ber. C 79,68 H 10,20 Mol.-Gew. 316 
Gef. ,, 79,40 ,, 10,16 9 317, 320. 

Dioxim: 9 mg Diketon vom Schmelzp. 200,5° wurden 
’/, Stunden auf dem Wasserbad in iiberschiissiger alkoholischer 
Hydroxylaminacetatlésung zum Sieden erhitzt; das Reaktions- 
produkt wurde durch Wasserzusatz gefillt und mehrfach aus 
verdimntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 260° (unkorr., 
unter Zers.). 


~ 
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IV. Krystallisierte Corpus luteum-Hormone. 


129 mg des Krystallisates (A,), Schmelzp. 75—85°, wurden 
5mal aus verdiinntem Alkohol und verdiinntem Aceton umkrystalli- 
siert; der Schmelzpunkt stieg auf 110° (Sinterung 94°). — Das 
so vorbehandelte Krystallisat wurde bei 120° und 0,001 mm H¢ 
vorsichtig destilliert und in 2 Fraktionen zerlegt: 

1. Fraktion: déliges Destillat, das aus verdiinntem Alkohol 
krystallisiert; Schmelzp. 85° (unscharf). Es ist physiologisch wirksam, 
aber noch nicht einheitlich. 

2. Fraktion: gut krystallisierte farblose Substanz, Schmelz- 
punkt 117—118° Sie léBt sich durch 6maliges Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol in stark lichtbrechenden, dicken Rhomben 
gewinnen (Fig. 7, Tafel Il), Schmelzp. 128,5° (unkorr.). 

Physiologische Wirksamkeit: (U.W. 22, dargestellt auf Tafel ]). 

1 mg bewirkt Stadium 2—3, 0,75 mg bewirken Stadium 2, 
1 K.E. = 0,75 mg. 

4,378 mg Subst. (getr. 11/, Tage bei 20°, 13 mm; 61/, Stunden bei 78°, 

13 mm iiber P,O,): 12,825 mg CO,, 3,730 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. © 79,94 H 9,40 

21 H5,0, * » 80,20 ,, 9,62 Gef. C 79,89 H 9,53. 

Dioxim des Hormons, Schmelzp. 128,5% 8 mg Hormon 
wurden 3//, Stunden mit einer Lésung von etwa 60 mg Hydroxyl- 
aminacetat in Alkohol zum Sieden erhitzt. Das Dioxim la8t sich 
durch Zusatz von Wasser krystallisiert fallen und aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisieren. Schmelzp. 243° (unter Zers.). 


3,946 mg Subst. (getr. bei 100° i. V. iiber P,O,): 10,555 mg CO,, 
3,330 mg H,O. — 1,414 mg Subst.: 0,106 com N, (24°, 746 mm). 


21 HsgO0,Ne ” ” 73,20 ” 9,37 ” 8,13 
Gef. ,, 72,95 ,, 9,44 ,, 8,46. 


Aus den Mutterlaugen des Diketons vom Schmelzp. 128,5° 
krystallisiert das zweite Hormonkrystallisat in langen gut- 
ausgebildeten Nadeln vom Schmelzp. 120° (unkorr., Fig. 8, Tafel II). 
Es steht dem ersten offenbar sehr nahe; das Gemisch der beiden 
reinen Komponenten zeigt schwache Sinterung bei 125° und 
schmilzt ziemlich schart bei 127,5—128,5° 
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Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 
IV. Mitteilung. 


Von 


S. Edlbacher und F. Koller 
(unter Mitwirkung von Marie Becker). 
Mit 2 Figuren auf Tafe) III. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1934.) 


Eine enge Verbindung enzymchemischer und morphologischer 
Untersuchungen erscheint bei der Geschwulstforschung um so 
notwendiger, als gerade die Tumoren in besonders hohem Mafe 
zu regressiven Metamorphosen neigen, welche ihrerseits die che- 
mischen Resultate in entscheidender Weise beeinflussen kénnen. 
Je mehr dagegen mit der morphologischen Differenzierung eine 
solche chemischer Art méglich wird, um so klarer werden sich 
die Eigenschaften des Stoffwechsels des eigentlichen Geschwulst- 
gewebes herausschilen und von denen begleitender oder verinderter 
Gewebe abtrennen lassen. Wir haben dabei zu unterscheiden 
zwischen Geschwulstparenchym und Geschwulststroma einerseits 
und zwischen intaktem Tumorgewebe und solchem mit regressiven 
Veranderungen andererseits. Was die erstgenannte Unterscheidung 
anbetrifft, so ist es praktisch unméglich, fiir chemische Unter- 
suchungen ein stromafreies Geschwulstparenchym zu erhalten. 
Man kann diesem Ubelstand dadurch abhelfen, daB man fiir die 
Untersuchung Geschwiilste wihlt, bei denen das Stroma im mikro- 
skopischen Bild gegeniiber dem Parenchym véllig zuriicktritt. 
Wenn das Stiitzgewebe aber morphologisch in den Hintergrund 
tritt, so kann es noch viel eher funktionell, d.h. in bezug auf 
den Stoffwechsel vernachlassigt werden. Die von uns untersuchten 
Impftumoren zeigten alle eine sehr spirliche Entwicklung des 
Stromas. 

Viel wichtiger erscheint die Unterscheidung zwischen intaktem 


Tumorgewebe und solchem mit regressiven Verinderungen. Das 
7* 
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in den friiheren Mitteilungen untersuchte Ehrlichsche Mause- 
carcinom') bestand in vielen Fallen schitzungsweise zu tiber 50°/, 
aus Nekrose. Bei der histologischen Untersuchung dieses Impf- 
tumors zeigte sich, da8 die Carcinomzellen nur unmittelbar um 
die GefiBe erhalten waren, wihrend alles iibrige Gewebe die 
Kernfiirbung vermissen lieB. Eine makroskopische Trennung, wie 
sie fiir die chemische Untersuchung nétig wire, ist hier natiirlich 
nicht méglich (Fig. 2, Tafel IIT). Wir haben daher bei unseren neuen 
Untersuchungen das Jensensche Rattensarkom verwendet, bei 
dem in den meisten Fallen schon makroskopisch die scharfe 
Trennung der zentralen Nekrose von den peripheren intakten 
Tumorteilen auffallt. Die histologische Kontrolle stimmte damit 
iiberein (Fig. 1, Tafel III): die AuBersten Randpartien erwiesen sich 
praktisch als frei von Nekrosen, die zentralen Bezirke dagegen 
zeigten nur noch um die GefiBe einige erhaltene Zellen. 

Es erschien uns nun besonders wichtig, die Untersuchungen 
nicht nur auf das intakte Gewebe zu beschriinken, sondern auch 
auf die Nekrose auszudehnen. Nur so konnte entschieden werden, 
welche bei der Untersuchung des Gesamttumors erhobenen Be- 
funde dem eigentlichen Geschwulstgewebe und welche den regressiv 
verinderten Bezirken zuzuschreiben sind. Zudem bot diese Gegen- 
iiberstellung die ‘beste Gewahr dafiir, daB auch bei nicht ganz 
vollkommener Trennung die Unterschiede doch deutlich genug 
in Erscheinung treten konnten. 

Fiir den quantitativen Vergleich war es naturgemaB not- 
wendig, intaktes Gewebe und Nekrose von ein und demselben 
Tumor zu untersuchen, da die individuellen Unterschiede an 
Enzymgehalt nicht unbedeutend sind. Es ist daher nach unseren 
Beobachtungen nicht angingig, aus dem Vergleich der Er- 
gebnisse verschiedener Tumoren mit mehr oder weniger 
hohem Nekrosegehalt irgendwelche Schliisse zu ziehen?). 

Unter Beriicksichtigung der erwihnten Differenzierung des 
Tumorgewebes, die sich aus der histologischen Kontrolle ergibt, 
haben wir die Arginase- und Phosphatasespaltung des Jensen- 
sarkoms einer erneuten Priifung unterzogen. 

Um das Hauptresultat gleich vorwegzunehmen: Es konnte 
gezeigt werden, daB im intakten, nekrosefreien Tumorgewebe so- 


1) Diese Z. 171, 251 (1927); 199, 200 (1931); 20%, 1 (1932); 217, 
101 (1933). 
*) Vgl. dazu Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 219, 115 (1933). 
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wohl Arginase als auch Phosphatasen (Nucleotidase, Hexose- und 
Glycerophosphatasen) in bedeutenden Mengen vorhanden sind, dab 
also diese hydrolysierenden Fermente durchaus nicht nur im 
absterbenden Gewebe eine Rolle spielen. Damit soll nicht be- 
stritten werden, daB ihnen bei nekrobiotischen Prozessen ebenfalls 
eine Funktion zukommt. Es besteht aber jedenfalls die 
Ansicht weiterhin zu Recht, daB sowohl Arginase wie 
Phosphatasen mit Canlictaminssansien, d. h. mit Vor- 
singen, die mit aktiver Kernteilung einhergehen, in 
engster Beziehung stehen. Diese Vermutung wird neuer- 
dings fir die Arginase dadurch gestiitzt, daf es gelungen ist, im 
kernreichen Sarkomgewebe einen ungewéhnlich hohen Arginin- 
gehalt nachzuweisen. Dariiber werden wir in einer spiteren Ab- 
handlung berichten. 

Wir méchten in diesem Zusammenhang nochmals darauf 
hinweisen, daB jedoch der Kernreichtum irgendeines Gewebes 
an und fiir sich nicht geniigt, um eine deutlich meBbare Arginase- 
wirkung in Erscheinung treten zu lassen. So kernreiche Organe 
wie die Milz oder die Thymus spalten das Arginin nur in Spuren. 
Es bedarf also offenbar auBer dem Reichtum an Kernsubstanz 
noch gesteigerter Teilungsvorginge, wie sie in Granu- 
lationsgeweben und in besonders hohem Grade in ma- 
lignen Tumoren vorkommen. (Vgl. dazu unsere friiheren 
Mitteilungen iiber dieses Thema.) 


Die erwahnte Funktion der Arginase in wachsendem Gewebe 
ist verschieden von derjenigen, welche ihr in der Leber zu- 
kommt. Bekanntlich kann nach H. A. Krebs?) die iiberlebende 
Leber Ammoniumcarbonat auf dem Wege iiber das Citrullin in 
Arginin iiberfiihren. Es scheint demnach die Hauptaufgabe der 
Arginase in der Leber die Harnstoffbereitung zu sein, wobei das 
Ornithin fiir die intermediire Citrullinsynthese als Katalysator 
wirkt. Nach Untersuchungen, welche Herr Neber gegenwirtig 
in unserem Institut ausfiihrt, hat es sich nun gezeigt, daB iiber- 
lebende Tumorschnitte nicht die Fahigkeit besitzen, Ammonium- 
carbonat bei Gegenwart von Ornithin in Harnstoff iiberzufiihren. 
Die hydrolytische Argininspaltung im Tumor stellt demnach nicht 
einen Teilvorgang der Harnstoffsynthese dar, sondern ist viel- 
mehr mit dem Umsatz der argininreichen Zellkernsubstanz in 





1) Diese Z. 210, 33 (1932). 
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Beziehung zu setzen. In analoger Weise méchten wir auch die 
starke Dephosphorylierungsfihigkeit der Geschwiilste als Ausdruck 
eines gesteigerten Umsatzes der Nucleinstoffe auffassen }). 

Wie wir bereits erwihnten, fillt der Arginase sowohl wie 
den Phosphatasen auSerdem im absterbenden Gewebe eine Rolle 
zu. Die isoliert untersuchten nekrotischen Tumorteile zeigten 
alle deutliche Spaltung. Da sich der Ubergang zur Nekrose 
mikroskopisch vor allem durch den Verlust der Kerne kundgibt, 
ist es nach der soeben dargelegten Deutung der Arginase- und 
Phosphatasewirkung im Tumor nicht iiberraschend, daB dieser 
ausgedehnte Abbau der Kernsubstanz ebenfalls mit einem deut- 
lichen Spaltungsvermégen einhergeht. 

Zwischen der Arginase aus nekrotischem und solcher aus Tumor- 
gewebe lassen sich jedoch einige charakteristische Unterschiede 
feststellen. Was die rein quantitativen Verhiltnisse anbetrifit, 
so fanden wir bei p,, 9,2 und 6 stiindiger Spaltungszeit (ohne Zu- 
satz von Aktivator) durchwegs héhere Werte im unversehrten Ge- 
webe als in der Nekrose desselben Tumors (vgl. Tab. 1). Wir 
suchten diesen Unterschied niher zu kennzeichnen, indem wir 
sowohl die aktuelle Reaktion als auch die Spaltungsdauer vari- 
ierten. Dabei ergab sich, daB bei 6 stiindiger Expositionszeit dic 
p,-Optima im intakten Tumor und in der Nekrose nicht iiberein- 
stimmten. Wihrend im unversehrten Gewebe die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration wie gewohnt zwischen p, 8,4 und 9,2 
liegt, ist dieselbe in der Nekrose gegen den Neutralpunkt zu 
(p,, 4,4—7,7) verschoben. In einer friiheren Mitteilung*) war diese 
Verschiebung des p,,-Optimum bei Versuchen mit Ehrlichschem 
Mausecarcinom bereits erwihnt worden. Es handelt sich hier also um 
eine Nekroseerscheinung. Wenn wir nun wie oben bei p,, 9,2 unter- 
suchen, so befinden wir uns zwar beim p,-Optimum des in- 
takten Tumors oder nahe daran, sind aber merklich vom optimalen 
Pp, der Nekrose entfernt. Vergleichen wir demzufolge von beiden 
Tumoranteilen nur die Spaltungswerte, welche dem entsprechenden 
Py-Optimum zukommen, so wird das quantitative Verhialtnis zu- 
gunsten der Nekrose etwas verschoben. Andern wir nun auBer 


1) Neuestens haben Euler und Schmidt [Diese Z. 223, 215 (1934)] 
im Jensensarkom einen hohen Puringehalt nachgewiesen, der auf einen ent- 
sprechenden Gehalt an Nucleinsiuren schlieSen 1liBt. Dieser Befund macht 
ebenfalls das reichliche Vorkommen von Nucleotidasen im Tumor verstiind- 
lich und bildet ein Korrelat zu unseren Beobachtungen. 

2) Diese Z. 217 und zwar S. 90 (1933). 
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der aktuellen Reaktion auch noch die Spaltungsdauer, so stellen 
wir fest, daB bei kiirzerer Expositionszeit die erwihnte Sonder- 
stellung der Nekrosenarginase verschwindet: Ihr p,,-Optimum 
fallt wieder mit dem des Tumorgewebes zusammen. Die gleiche 
Erscheinung beobachten wir, wie in der zitierten Mitteilung be- 
reits erwahnt, wenn wir das Enzym durch Zusatz von Aktivatoren 
oder auf physikalische Weise vor dem Sauerstoff der Luft schiitzen. 
Dies 14Bt vermuten, daB die Verschiebung des p,,-Optimum in der 
Nekrose durch eine Schidigung des Enzyms bei langer Spaltungs- 
dauer und alkalischer Reaktion bedingt ist. Wir werden weiter 
unten nochmals darauf zuriickkommen. 

Beriicksichtigen wir diese Umstiinde, so ergibt sich, daB die 
Nekrose an Spaltungsfihigkeit dem unversehrten Tumor nicht 
nachsteht, ihn sogar gelegentlich iibertrifft. Es wird dies von der 
Schnelligkeit des Absterbeprozesses abhingen. Fiir die Phospha- 
tasen konnten wir durch getrennte Untersuchung der Tumoranteile 
nachweisen, da die Nekrose in der Regel etwa doppelt so stark 
dephosphoryliert als das intakte Tumorgewebe. Diese Feststellungen 
indern jedoch nichts an der Tatsache, da8 das intakte Geschwulst- 
gewebe eine sehr deutlich ausgepriigte Arginase- und Phospha- 
tasespaltung aufweist, die niemals durch etwa bei der Priparation 
mitgenommene mikroskopische Nekroseinseln erklart werden kann. 
Die histologische Kontrolle li8t dariiber keinen Zweifel bestehen. 

Was nun die Beeinflussung der Spaltung durch Sulf- 
hydrylverbindungen usw. anbetrifft, so konnten wir fiir die 
Phosphatasen bei den im experimentellen Teil angegebenen Be- 
dingungen keinen wesentlichen Unterschied zwischen dem Ver- 
halten von intaktem Geschwulstgewebe und dem der Nekrose fest- 
stellen. Cystein hemmt die Dephosphorylierung in beiden T'umor- 
teilen ungefihr gleich stark. Dagegen laBt sich fir die 
Arginase ein sehr kennzeichnender Unterschied zwischen 
intaktem Tumorgewebe und Nekrose nachweisen, der 
auf dem Grad der Aktivierbarkeit durch Cystein und 
andere Aktivatoren sowie durch Entzug von Luftsauer- 
stoff beruht. Schon beim Ehrlichschen Mausecarcinom war 
uns die ungewéhnlich hohe Aktivierbarkeit der Arginase auf- 
gefallen!), die von Waldschmidt-Leitz’) an Rattentumoren be- 
stiitigt wurde. Durch die getrennte Untersuchung der Tumor- 
anteile konnten wir nun einwandfrei nachweisen, da diese hoch- 





1) Diese Z. 217, 89 (1933). 2) Diese Z. 219, 115 (1933). 
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gradige Aktivierungsfahigkeit eine Eigentiimlichkeit der Nekrose 
ist. Wir verwendeten als Aktivatoren Cystein, Ascorbinsiiure, 
sowie Ascorbinsaure bei Gegenwart von Cu*t, deren aktivierende 
Wirkung auf die Arginase wir gemeinsam mit Leuthardt in 
unserer vorlaufigen Mitteilung') dargelegt haben; auBerdem be- 
niitzten wir nach dem Vorschlage von Waldschmidt- Leitz’) 
Ferroeisen. Wiahrend nun z. B. die Steigerung durch Cystein im 
intakten Tumor durchschnittlich 25—45°/, betrigt, wird in der 
Nekrose eine Steigerung bis zu 150°/, erreicht. Ferroeisen aktiviert 
im Tumor um etwa 150°/,, in der Nekrose um etwa 300°/,, 
Ascorbinsiure und Cu aktivieren im Tumor um 25°/, und 100°/, 
in der Nekrose (vgl. Tab. 1). Wahrend wir in der zitierten Mit- 
teilung iiber die Aktivierung der Leberarginase durch Ascorbin- 
siure feststellen konnten, daB diese Steigerung nur bei Gegenwart 
von Cut* erfolgt, konnten wir zeigen, daB die Tumorarginase 
schon durch Ascorbinséure allein ohne Zusatz von Cupriionen 
aktivierbar ist’). 

Durch einfachen Entzug des Luftsauerstoffs (Spaltung in 
Stickstoff- und Wasserstoffatmosphire) konnten wir wiederum 
ebenso starke Aktivierungen erzielen wie mit Cystein oder Ascorbin- 
siure. Die Schaffung anaerober Bedingungen iibertrifit sogar die 
beiden Aktivatoren an Wirksamkeit: Die durch sie bedingte 
Steigerung betragt durchschnittlich 70°/, im intakten Gewebe 
und etwa 200°/, in der Nekrose. Nach diesen quantitativen Ver- 
haltnissen steht also der Deutung der Aktivierung von Cystein 
und Ascorbinsiure als Sauerstoffabfangverfahren nichts im 
Wege: dies ist zweifellos die Hauptwirkung dieser Sub- 
stanzen. Dagegen scheint bei der Aktivierung durch Ferroeisen, 
die stets héher ist als die durch Sauerstoffentzug bewirkte, noch 
ein weiterer Faktor (z. B. Komplexbildung) beteiligt zu sein. Wir 
sind, gemeinsam mit Herrn Leuthardt damit beschiftigt, diese 
Verhiltnisse nach verschiedenen Richtungen zu untersuchen und 
werden demnichst dariiber berichten *). 

Zur Klarung der Frage der Kisen- und Kupferwirkung haben 
wir ferner gemeinsam mit Herrn Prof. W.Gerlach (Basel) nach 





1) Edlbacher u. Leuthardt, Klin. Wschr. 12, 1843 (1933). 

2) Diese Z. 214, 75 (19383). 

5) Auf die Arbeit von Karrer u. Zehender [Helvet. chim. Acta 17, 
737 (1934)] werden wir in der genannten Zeitschrift zuriickkommen. Sie be- 


einflu8t unsere Ergebnisse nicht. 
4) Leuthardt u. Koller, Helvet. chim. Acta 17 (1934), im Druck. 
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der von diesem ausgearbeiteten spektrographischen Bestimmungs- 
methode Untersuchungen iiber den Schwermetallgehalt von Tumor 
und Nekrose begonnen, iiber die wir demnichst Mitteilung machen 
werden. 

Die eigenartigen Aktivierungsverhiltnisse der Arginase in 
der Nekrose scheinen uns im Zusammenhang mit Untersuchungen, 
die wir gemeinsam mit Herrn Jung durchfiihren, geeignet, ganz 
allgemein die Bedeutung der erwihnten Aktivatoren in 
vivo zu beleuchten. Es konnte gezeigt werden’), daB bei Titra- 
tion mit 2,6-Dichlorphenolindophenol in stark saurer Lisung die 
Nekrose viel kleinere Werte liefert als -intaktes Tumorgewebe. 
Durch die erstgenannte Titration diirfte neben anderen redu- 
zierenden Substanzen [Bierich?)] zur Hauptsache die Ascorbin- 
siure erfaBt werden, durch die Jodtitration in erster Linie das 
Glutathion. Es ist daher sehr naheliegend, anzunehmen, daB das 
Enzym in der Nekrose in einem sehr schwach aktivierten Zustand 
vorliegt, so daB der nachtrigliche Zusatz von Cystein, Ascorbin- 
siure usw. eine viel stiirkere Steigerung der Wirksamkeit ver- 
ursacht als im erhaltenen Tumorgewebe, in welchem an und fiir 
sich schon bedeutend gréBere Mengen der erwihnten Substanzen 
vorhanden sind. Diese Beobachtungen machen es wahrscheinlich, 
daB den genannten Verbindungen eine Rolle als natiirliche Akti- 
vatoren tatsichlich zukommt. 

Wir erwahnten oben, daB das p,-Optimum der Nekrosen- 
arginase bei relativ langer Expositionszeit gegen den Neutralpunkt 
zu verschoben wird. Da diese Erscheinung nur in der Nekrose 
auftritt und durch Zusatz von Aktivatoren wieder aufgehoben 
wird (das optimale p,, liegt dann wieder bei 9), so sind wir be- 
rechtigt, ebenfalls den Mangel an reduzierenden Substanzen in 
der Nekrose dafiir verantwortlich zu machen. Dieser Befund 
zeigt uns, daB die Funktion der natiirlichen Aktivatoron auf einer 
Schutzwirkung beruht, die im wesentlichen gegen den schidigenden 
KinfiuB des Sauerstoffs gerichtet ist. 


Experimenteller Teil. 


Pathologisch-anatomische Untersuchung. — 1. Jensen-Sarkom. 
Das unter die Riickenhaut der Ratte verimpfte Tumorgewebe wuchs in der 
Regel innerhalb von 3—7 Wochen zu einer Geschwulst von 50—100 g 
heran. Das Wachstum war vorwiegend expansiv, der Tumor lie8 sich meist 


1) Vgl. die folgende Abhandlung Edlbacher u. Jung, Diese Z. 22%, 
114 (1934). *) Diese Z. 228, 136 (1934). 
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leicht herausschiilen. Bei groBen Exemplaren wurde jedoch gelegentlich 
ein Durchbruch durch die Haut und in einigen Fillen ein solcher in die 
Bauchhohle mit Implantationsmetastasen auf der Serosa festgestellt. Sonstige 
Metastasen in den inneren Organen wurden nicht beobachtet. — Auf der 
Schnittfliche hebt sich die gelblich-weiBe, weiche, gelegentlich himorrhagi- 
sche zentrale Nekrose scharf ab von der peripheren, knorpelharten Schicht 
erhaltenen Tumorgewebes. 

Die histologische Untersuchung (Fig. 1) zeigt, daB die Grenze zwischen 
Nekrose und erhaltenem Tumorgewebe auch mikroskopisch relativ scharf zu 
ziehen ist. Die zentralen Bezirke lassen in groBer Ausdehnung jede Kern- 
firbung vermissen; die Nekrose wird hier nur durch einzelne GefiBe, die 
von spirlichem Stromagewebe umgeben sind, unterbrochen. Das erhaltene 
Sarkomgewebe an der Peripherie ist dagegen, mit Ausnahme seiner innersten 
Schicht, meist frei von Nekroseinseln. Es handelt sich um ein groBzelliges 
Spindelzellensarkom. Die Zellkerne sind oval, hell gefirbt mit zartem 
Chromatingeriist und hiufigen Mitosen, Durchmesser meist iiber 10 uw. Das 
Stroma tritt auch bei van Giesonfirbung vdllig zuriick. Die faszikulire 
Anordnung der Zellen ist bei den Tumoren von Stamm I im allgemeinen 
besser ausgepriigt als bei Stamm II. Dort sind auch die Zellkerne teilweise 
schmaler und dunkler gefirbt. Stamm II spaltet Arginin (Tab. 1) 2—3 mal 
stirker als StammI. Ob dieses gréBere Spaltungsvermégen mit der ge- 
ringeren morphologischen Differenzierung als Ausdruck gréBerer Maligni- 
tit in Zusammenhang gebracht werden kann, méchten wir bei der geringen 
Zahl der von Stamm II untersuchten Tumoren dahingestellt sein lassen. 

2. Das von uns in den friiheren Arbeiten untersuchte Ehrlichsche 
Miusecarcinom zeigt mikroskopisch (Fig. 2) deutlich das Ineinandergreifen 
von erhaltenem Krebsgewebe und Nekrose, das eine makroskopische Tren- 
nung fiir enzymchemische Zwecke ausschlie8t. Das erhaltene Tumorgewebe 
umgibt mantelférmig die GefiBe und dringt mit ihnen in die nekrotischen 
Bezirke vor. Es handelt sich um ein Carcinoma solidum simplex. 


Enzymchemische Untersuchungen. 


1. Arginase. I. Untersuchung der Arginasespaltung bei py 9,2 
(Spaltungsdauer 6 Stunden, Aktivierung mit Cystein, Eisen, 
Ascorbinsiure und SauerstoffabschluB (Tab. Ij. Herstellung der 
Enzymlésung: Der Tumor wird durch Liings- und Querschnitte zerteilt. Von 
den einzelnen Stiicken werden zuerst die zentralen Nekrosen abpripariert, 
darauf die weiter nach auBen gelegene Zone, in welcher noch Nekroseinseln 
eingestreut sind entfernt, so daB schlieBlich nur noch die periphere Schale 
iibrigbleibt, in der makroskopisch keine Nekrosen mehr nachweisbar sind. 
Zur Verwendung gelangen die zentralen Nekrosen und die iuBere Rand- 
schicht. Ein Teil Gewebe wird mit drei Teilen Glycerin. puriss. und grobem 
Quarzsand tiichtig verrieben, darauf koliert. 

Pro Ansatz 2 cem Glycerinsuspension, 3 ccm 0,1 mol.-Argininchlor- 
hydratlésung vom py 9,2 (40°; 0,1 mol.-Glykokoll-NaCl-NaOH-Puffer py 9,2 
(40°) je 4 bzw. 5 cem, je nachdem mit oder ohne Aktivator. Gesamtvolumen 
stets 10 cem. Zur Aktivierung werden verwendet: 1 ccm 0,1 mol. neutrali- 
siertes Cysteinchlorhydrat bzw. 1 ccm 0,1 mol. neutralisierte Ascorbinsidure 
mit und ohne 0,1 cem 0,003 mol.-CuSO, (27 Cu pro Kubikzentimeter des 
Ansatzes) bzw. 0,5 cem 1°/,ige FeSO,-Lésung. 





Tabelle I. 
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Die anaerobe Spaltung wurde mit der von Edlbacher, Kraus und 
Leuthardt (a.a.0.) angegebenen Methode durchgefihrt. In den Vor- 
versuchen wurde sowohl N, wie H, verwendet. Da letzterer leichter voll- 
stiindig sauerstoffrei erhalten wird, kam in den mitgeteilten Versuchen nur 
H, zur Verwendung. 

Bestimmung des Harnstoffs nach der Ureasemethode wie iiblich mit 
Ausnahme der Ansitze mit Ascorbinsiiure. Da die Urease durch kombi- 
nierte Wirkung von Ascorbinsiure und Kupfer nach Edlbacher und 
Leuthardt (a. a. 0.) fast vollstindig gehemmt wird, verwenden wir hier 
die Xanthydrolmethode. In der relativ konzentrierten Enzymsuspension 
wirken die EiweiBkérper stérend; man gibt daher unmittelbar vor dem 
Kochen der Ansiitze je 2 Tropfen Eisessig zu, worauf das EiweiB beim 
Kochen flockig ausfillt und ein klares Filtrat erhalten werden kann. Die 
mit der Xanthydrolmethode erhaltenen Werte sind in der Regel um ein 
weniges héher als die mit der Ureasemethode erhaltenen. Zum Vergleich 
wurde die Xanthydrolmethode auch in den Ansiitzen ohne Aktivator an- 
gewandt. Bei diesen Ansitzen wurde demzufolge der Harnstoff sowohl 
mit Urease als auch mit Xanthydrol bestimmt, so daB fiir die Berechnung 
der prozentualen Aktivierung immer Werte, die mit der gleichen Methode 
erhalten worden waren, miteinander verglichen werden konnten. 

Die in der Tabelle wiedergegebenen Zahlen sind mit wenigen Aus- 
nahmen Mittel von Doppelwerten, die in der Regel um weniger als 0,2 mg 
Harnstoff differierten. 


Il. Abhingigkeit der SpaltungsgréBe von der Spaltungs- 
dauer (py 9,2). Ansitze im gleichen Verhiltnis wie oben: Puffer py 9,2 
(bei 40°): 50 cem; Argininchlorhydrat py, 9,2: 30 cem; Glycerinenzym- 
suspension: 20 ccm. Mischung in einem Erlenmeyerkolben bei 38° gelinde 
bewegt. Nach 1, 2, 3 und 6 Stunden Entnahme von 10 cem Enzymgemisch 
mit Pipette und Absieden. Harnstoffbestimmung mit Urease. Die Zahlen 
bedeuten n/50-NHs. 























Tabelle Il. ¢ 4 r 

Spaltungsdauer Tumor (ccm) Nekrose (cem) ™ 
eee 1,2 1,1 
2 Stunden .... 1,5 1,2 
: —_* 1,8 1,8 
“ae ie sie ah 2,5 1,8 





Ill. py-Optimum der Arginase in Nekrose und erhaltenem 
Tumor. Ansitze wie unter I. Es wurden m/15-Phosphat und m/10-Glykokoll- 
NaCl-Puffer verwendet. Um die Argininlésung auf das gewiinschte py zu 
bringen, wurde eine Titrationskurve des Argininchlorhydrats aufgenommen 
und danach zu der wiBrigen 0,2 mol.-Lésung von Argininchlorhydrat, 
welche schwach sauer reagiert, soviel 0,1 bzw. 0,4 n-NaOH zugesetzt, dab 
die Lésung das entsprechende py erhielt. Darauf wurde mit entsprechendem 
Puffer soweit aufgefiillt, daB die Lésung eine 0,1 mol.-Konzentration von 
Arginin aufwies. Spaltungsdauer 6 Stunden. Ureasemethode. Zahlen be- 
deuten n/50-NH;. 
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Tabelle IIL. 

















Pu | 6,4 | 7,7 | 8,4 | 9,2 | 9,9 
Intakter Tumor. . . 0,7 1,4 2,6 2,2 1,4 
Nekrose ...... 1,0 2,5 1,3 1,0 0,8 


IV. Beziehung zwischen SpaltungsgréSe, Spaltungsdauer 
und pq. Ansitze im gleichen Verhiltnis wie oben in Erlenmeyerkolben, 
aus denen zu verschiedenen Zeiten 10 ccm entnommen werden. Herstellung 
der Argininlésung von verschiedenem py wie unter III. Resultate in ccm 
n/50-NHs. 


Tabelle IV. 























Intakter Tumor Nekrose 
PR 6,4 | 71 | 7,7 | 9,2] 64 | 7,1 | 7,7 | 92 
Spaltungsdauer | | | 
1, Stunde . ai ee 6 tt -— | — | ~ | 
“ae ; 0,8 | 1,0 | 1,1 | 12] 0,7/ 09 | 1,0 1,3 
2'/, Stunden. 1,0} 1,4) — | 1,8] 1,2] 1,5 | 1,5 | 1,9 
+e eh oe oe oe PERT | Ow Pie Se) ST a8 











Am Schlu8 des Versuchs wurde das py der Lésung in allen Ansiitzen 
elektrometrisch kontrolliert, es stimmte sowohl bei der Nekrose wie 
bei intaktem Tumor mit dem py des Puffers gut iiberein (einzig bei pg 9,2 
eine Differenz von 0,2 py-Einheit). Aus der Tab. IV ist die Schidigung 
der Nekrosen-Arginase bei pq 9,2 nach 6stiindiger Spaltung er- 
sichtlich. 


V. Beispiele der Aktivierung bei verschiedenem py. — 
a) Eisen: Ansiitze wie oben. Zu jedem Ansatz 0,5 ccm 1°/,iger Ferrosulfat- 
lésung in Aqua destillata. 


Tabelle V. 








Intakter Tumor Nekrose 
Pr 1 64 | 74 | 8,1 | 8,4 | 9,2 | 9,9 64 | 74 | 7,7 | 84 | 9,2 | 9,9 


aa | 
Ohne Fe 0,7 | 1,1 | | | 











1,4 
4,0 


0 0,5 


1,0 3 
24 | 2.3 | 3.0 


23/22 | 21 | 1,5 
3,8 5,5 


4,0 | 6,0 








1,5 
2,5 | 





? 











Wir geben diese Tabelle mit Vorbehalt wieder. Der bei py 7—8 
verwendete Phosphatpuffer scheint — vielleicht infolge der anwesenden 
Kolloide — mit dem Ferrosalz einen nur geringen Niederschlag zu bilden. 
Die Aktivierung ist auch hier deutlich. Bei alkalischem pq fallt das Hydr- 
oxyd aus. Es kann daher nicht mit Sicherheit festgestellt werden, wieviel 
von der Aktivierung auf die Wasserstoffionenkonzentration und wieviel 
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auf die wechselnde Konzentration von Ferroionen zu beziehen ist. Eine 
Aktivierung ist aber jedenfalls bei jedem py zu konstatieren. 


b) Cystein: Ansitze wie oben. Um die Cysteinlésungen auf das 
entsprechende py zu bringen, wurde analog verfahren wie beim Arginin- 
chlorhydrat: zu einer 0,2 mol.-Cysteinchlorhydratlésung wurde soviel 0,4 n- 
NaOH zugesetzt, bis das entsprechende pq erreicht war (pa-Bestimmung 
kolorimetrisch, da die elektrometrische Methode bei Cystein unsicher). 
Darauf Auffiillen mit Puffern, so da8 sich eine 0,1 m Cysteinlésung ergab, 
davon 1 ccm pro Ansatz von 10 cem; Resultate in Kubikzentimeter 0,02 n-NH,, 


Tabelle VI. 


























Intakter Tumor ~ Nekrose 
PH 6,4 | 7,4 | 8,4 | 9,2 | 6,4 | 7,4 | 8,4 | 9,2 
Ohne Aktivator . . . . . 11,3) 1,8 | 2,9 | 2,9 | 2,7 | 3,4 | 2,4 | 23 
Mit Cysten. . . . . . . | 1,1 | 1,9 | 3,1 | 3,2 | 1,0 | 1,5 | 2,4 | 3,6 





Tab. VI zeigt deutlich, daB das py-Optimum ohne Zusatz von Akti- 
vator in der Nekrose bei px 7,4 liegt, wihrend im unversehrten Tumor die 
héchsten Werte bei px 8,4 und 9,2 liegen. Bei Zusatz von Cystein ist das 
px-Optimum dagegen in beiden Fallen bei py 9,2. Bei saurem pq hemmt 
Cystein. 

2. Phosphatasen. Als Substrat wurde verwendet: Thymusnucleinsiiure 
als Natriumsalz (hergestellt nach Feulgen); Adenosinphosphorsiure, aus 
Muskulatur gewonnen; Hexosediphosphorsaures Magnesium aus Candiolin 
bereitet, Natriumglycerophosphat (Merck). 

Die Tumoranteile (intaktes Gewebe, Nekrose) wurden in derselben 
Weise getrennt wie fiir die Arginasebestimmungen. Die Gewebsstiicke 
wurden unter Eiskiihlung mit der Schere méglichst fein zerkleinert, in 
Portionen von etwa 1 g in Wigeglischen verteilt und genau abgewogen. 
Darauf Zusatz von 5 ccm Bicarbonatpuffer (pq 8,9) und 5 cem 1°, ige 
Substratlésung, 3 Stunden bei 37°. Zur Bestimmung des Gehalts der Ge- 
webe an anorganisch gebundener Phosphorsiure sowie der Eigenspaltung: 
Ansiitze ohne Substrat. Die Substratlésungen wurden ebenfalls auf das 
Vorhandensein von freier Phosphorsiiure gepriift. Nach 3 Stunden wurde 
mit 10 cem 7°/, iger Trichloressigsiure enteiweiBt und filtriert. Kolorimetrische 
Bestimmung der Phosphorsiure nach Lohmann und Jendrassik’). 
Die Zahlen bedeuten Milligramm Phosphorsiure auf 1 g frisches Gewebe 
bezogen. 

A. Phosphorgehalt des Substrats und Dephosphorylierung. 
Da von siimtlichen als Substrat benutzten Phosphorverbindungen 1°/,ige 
Lésungen verwendet wurden, war zu erwarten, daB die Spaltungswerte je 
nach dem prozentualen Gehalt des Substrats an Phosphor verschieden hoch 
sein wiirden. 





1) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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Tabelle VIL  @Y- 37? xg K 

Durchschnittlicher 

Substrat Phosphorgehalt| Spaltungswert mg HPO, _ 

od Intakter Tumor | Nekrose 

Thymusnucleinsaures Na . 8,8 1,5 | 3,0 
Hexosediphosphorsaur. Mg 16,2 2,4 | 5,7 
Na-Glycerophosphat. . . 14,5 2,1 | 3,6 
Phenolphosphorsiureester . 17,8 2,8 | 4,6 
Adenosinphosphorsiure . 10 5,4 9,3 








Die Zusammenstellung ergibt, daB die Menge abgespaltener Phosphor- 
siure annihernd proportional ist dem Phosphorgehalt der als Substrat ver- 
wendeten Verbindungen, mit einer Ausnahme: die Adenosinphosphorsiiure 
spaltet viel mehr Phosphorsiiure ab als man nach ihrem Phosphorgehalt 
erwarten wiirde. Die Frage, ob dieser Unterschied der Muskeladenylsiure 
gegeniiber der Thymusnucleinsiiure dadurch erklirt wird, daB die Mono- 
nucleotide leichter angegriffen werden als die Tetranucleotide mu8 noch 
durch weitere Untersuchungen geklirt werden. 

B. Vergleich der Dephosphorylierung im intakten Ge- 
webe und in der Nekrose desselben Tumors (mg H,PO,). 


Tabelle VIII. 
































Intaktes Tumorgewebe Nekrose 
Substrat ohne mit | Spal-]| ohne mit | Spal- 
Substrat | Substrat| tung | Substrat| Substrat| tung 
- . : : —= 
Thymusnucleinsaures 2,55 3,88 1,33 | 1,25 | 4,07 | 2,82 
Na 1,79 3,30 1,51] 0,86 | 3,09 | 2,23 
2,00 | 3,32 | 1,32] 1,18 | 4,06} 2,88 
2,07 | 288 | 081] 0,638 | 3,49 | 2,86 
Adenosinphosphorsiiure | 2,49 8,01 5,52 | 1,38 12,28 | 10,90 
262 | 7,87 | 525] 1,61 | 9,29 | 7,68 
Hexosephosphorsaures 2,19 4,78 2,59 |. 0,68 | 8,02 | 7,39 
Mg 3,43 | 5,61 | 218] 2,19 | 6,28 | 4,09 
Natriumglycerophos- 2,10 | 4,04 1,94 | 0,98 | 4,96 | 3,98 
phat 263 | 6,74 | 4,11] 1,64 | 6,15 | 4,51 
2,30 | 3,81 151] 1,42 | 6,47 | 5,05 
237 | 4,14 | 1,77] 1,10 | 4,03 | 2,93 
Phenolphosphorsiure- 2,84 5,70 286] 1,54 | 7,02 | 5,48 
ester 2,38 | 5,68 | 3,30] 0,81 | 5,27 | 4,46 
2,52 | 5,78 | 2,26] 0,88 | 4,75 | 3,85 











Der Gehalt an anorganisch gebundener Phosphorsiure plus die EKigen- 
spaltung (erste Kolonne) betrigt im unversehrten Tumorgewebe etwa doppelt 
so viel wie in der Nekrose. Dagegen zeigt die Spaltung des Substrats im 
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intakten Geschwulstgewebe etwa die Hiilfte von derjenigen in der Nekrose 
Die Spaltungswerte des unversehrten Sarkomgewebes sind aber dennoch 
bedeutend zu hoch, als daB sie durch kleinste Nekroseinseln, die bei der 
Priparation mitgenommen worden wiiren, erklirt werden kénnten. 


C. Hemmung durch Cystein (bei px 8,9, Bicarbonatpuffer). Es 
wurde Cysteinchlorhydrat in 0,01 mol.-Konzentration neutral. verwendet. 
(Von den angefihrten Spaltungswerten sind Phosphatgehalt und Eigen- 
spaltung des Gewebes bereits abgezogen.) 


Tabelle IX. 























Intaktes Tumorgewebe Nekrose 

Substrat ohne mit | Hemm.| ohne | mit | Hemm. 
Cystein | Cystein| °, Cystein | Cystein fF 
Thymusnuclein- | 0,75 | 0,55 | 27 4,88 | 1,68 65 
saures Na 1,02 0,76 | 25 2,78 | 1,18 58 
1,84 0,75 59 2,96 | 2,05 31 
2.33 | 0,90 61 2,70 | 2,00 26 
Adenosinphosphor- | 5,52 4,14 25 10,90 | 7,99 | 17 
siiure 5,25 | 3,18 27 7,68 | 4,55 41 
Hexosephosphor- 2,59 2,40 7 7,39 | 2,80 62 
saures Mg 2,18 2,46 — 4,09 2,68 34 
Na-Glycerophos- 1,94 1,34 31 3,98 | 2,19 45 
phat 4,11 | 2,06 50 4,51 | 1,76 61 








Eine eindeutige Differenzierung von intaktem Tumorgewebe und 
Nekrose in bezug auf den Grad der Hemmbarkeit durch Cystein (analog 
der verschiedenen Aktivierung der Arginase) ist somit nicht nachweisbar. 
Einzig die Hexosephosphatase des erhaltenen Tumorgewebes scheint durch 
Cystein nicht oder kaum gehemmt zu werden. 

Wir haben die Spaltung der verschiedenen Substrate mit und ohne 
Zusatz von Cystein bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
untersucht. Die Dephosphorylierung der einzelnen Substanzen zeigt dabei 
erhebliche Unterschiede. Die Verhiiltnisse sind aber noch zu wenig ab- 
geklirt, so daB wir auf die Wiedergabe dieser Versuchsreihe verzichten. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde beim Jensen-Sarkom intaktes Sarkom- und 
Nekrosengewebe beziiglich der Arginase- und Phosphatasespaltung 
getrennt untersucht. 

2. Dadurch wurde gezeigt, da8 sowohl die Arginase- als 
auch die Phosphatasespaltung im nekrosefreien Tumorgewebe 
deutlich ausgeprigt ist. Es wird dadurch unsere bisher geiuBerte 
Ansicht, daB die Arginase- und Phosphatasereaktion kennzeichnend 
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‘ir die Wachstumsvorginge mit ihrer gesteigerten Zellkerntitigkeit 
ist, bewiesen. 


3. Auch in den Nekroseteilen finden sich Arginase und 
Phosphatasen. Das Vorkommen dieser Enzyme in der Nekrose 
ist durch den Abbau der Kernsubstanz erklirbar. 


4, Die Arginase zeigt in der Nekrose ganz andere Akti- 
vierungsverhiltnisse als im intakten Tumorgewebe. Diese Er- 
scheinung wird mit dem duferst geringen Gehalt der Nekrose an 
reduzierenden Substanzen wie Glutathion und Ascorbinsaure in 
Zusammenhang gebracht, deren Funktion als natiirliche Aktivatoren 
damit sehr wahrscheinlich gemacht wird. 


5. Die Rolle der Arginase in den Geschwiilsten ist als 
Umsatz der Kernsubstanz deshalb aufzufassen, da im Tumor 
keine Harnstofisynthese stattfindet. 


Zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurden uns von 
der Schweiz. Vereinigung fiir Krebsbekimpfung die Mittel 
zur Verfiigung gestellt, wofiir wir an dieser Stelle unseren besten 
Dank aussprechen. 
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Zur Kenntnis der reduzierenden Substanzen der Gewebe. 


Von 
S. Edlbacher und A. Jung. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1934.) 


Das Auftreten von reduzierenden Substanzen in den ver- 
schiedenen Geweben, die als Sulfhydrylverbindungen wie Glutathion 
oder als Ascorbinsiéure erkannt worden sind, steht bekanntlich in 
enger Beziehung zu den enzymatischen Vorgingen dieser Gewebe, 
indem man annimmt, daB die Redoxvorgiinge und die mit diesen 
gekoppelten Reaktionen durch die Gegenwart dieser Substanzen 
gesteuert werden. In dieser Hinsicht legen beziiglich des Sulf- 
hydrylsystems Untersuchungen von Bierich und Rosenbohm), 
beziiglich des Glutathion- und Ascorbinsiiuregehalts solche von 
E. Boyland?) vor. Wie wir in der vorhergehenden Abhandlung’*) 
ausfiihrlich dargelegt haben, wird besonders die Arginasespaltung 
durch derartige Verbindungen in intensiver Weise beeinfluBt. 
Wir haben nun in den hier mitzuteilenden Untersuchungen die 
reduzierenden Substanzen verschiedener Gewebe einerseits mit 
dem von Tillmans‘) angegebenen Farbstoff 2,6-Dichlorphenol- 
indophenol und mit der Jodtitration untersucht. Besonders inter- 
essierte uns das Verhalten des Jensensarkoms und der in diesem 
Tumor gebildeten Nekrose. Weiterhin zogen wir die hier erhal- 
tenen Werte in Vergleich mit den Reduktionswerten, welche nament- 
lich das Lebergewebe gab. Bei diesen Untersuchungen ergab sich 
das Folgende: 

In Ubereinstimmung mit Boyland fanden wir, daB das in- 
takte Sarkomgewebe der Ratte sich durch seinen relativy hohen 
Gehalt an ,,Ascorbinsiiure* kennzeichnet. Im Gegensatz dazu 
konnten wir zeigen, daB8 ausnahmslos die Nekrose durch einen 
ungefihr 10mal so niedrigen Titrationswert gekennzeichnet war, 


1) Diese Z. 228, 136 (1934). *) Biochemie. J. 27, 802 (1933). 
8) Diese Z. 227, 99 (1934). 
4) Z. f. Unters. d. Lebensm. 56, 272 (1928). 
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daB sogar in vielen Fallen die Reduktion des Farbstoffes iiber- 
haupt ausblieb. Beziiglich der Titrationswerte mit Jod ergab ein 
Vergleich zwischen Tumor und Nekrose ebenfalls, daB der Jod- 
wert in den meisten Fallen 4—5mal kleiner in der Nekrose war 
als im Tumor. Untersucht man in diesem Zusammenhang nun 
die Lebern normaler Ratten und vergleicht die hier erhaltenen 
Werte mit den Leberwerten der Tumortiere, so ergibt sich, daB 
in vielen Fallen die Leber der Tumortiere einen viel kleineren 
Reduktionswert sowohl mit dem Dichlorindophenolfarbstoff als 
auch mit Jod gibt. Es scheint aber, daB die Reduktionswerte, 
die sich in den Lebern der Tiere vorfinden, sehr stark von deren 
Ernihrungszustand abhingen, und es miissen deshalb gerade in 
dieser Hinsicht noch ausfiihrlichere Untersuchungen unternommen 
werden, um diesen Unterschied, welcher scheinbar auf eine Ver- 
schiebung der Reduktionswerte im Tumororganismus hinausliuft, 
exakt zu erhirten. Auch haben wir Hinweise dafiir, daB das 
Alter der Tiere sowie das Alter des Tumors sich auf die Gréfe 
des Reduktionswertes auswirkt, aber auch da sind unsere Beob- 
achtungen noch zu wenig zahlreich, um eine exakte Aussage 
machen zu kénnen. Wir werden dariiber spater noch berichten. 

DaB in dem intakten Sarkomgewebe relativ hohe ,,Ascorbin- 
siurewerte“ zu finden sind, welche gréBenordnungsmiBig so hoch 
sind wie die der normalen Leber, und daB8 in den nekrotischen 
Stellen des Tumors diese Werte selbst fast auf Null herunter- 
sinken, steht mit der Aktivierungsfahigkeit der Tumor- und Nekrose- 
arginase in engster Beziehung, wie wir das auch in der voran- 
gegangenen Mitteilung mit Koller ausfiihrlich dargelegt haben. 

Dadurch dringt sich nun natiirlich die Frage auf, ob tat- 
sichlich die Ascorbinsiure eine derjenigen Substanzen ist, welche 
fiir den Stoffwechsel der rasch wachsenden Gewebe notwendig 
sein miissen. Wir haben in dieser Hinsicht auch bereits eine 
Reihe von gréSeren Fiitterungsversuchen an Ratten angestellt, 
indem wir den Ratten tiglich eine Dosis von 5 mg auf je 100 ¢ 
Rattengewicht durch lingere Zeit verabreichten’). Es lieB sich 
aber bei diesem Versuch kein EinfluB auf das Wachstum des 
Jensensarkoms erkennen. Andererseits berichteten EK. Fodor und 
St. Kuno?), daB sie bei der Fiitterung von wesentlich héheren Dosen 


1) Die Ascorbinsiure wurde uns von der Firma Hoffmann- 
La Roche & Co., Basel, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihr an dieser 
Stelle unsern besten Dank aussprechen. 

*) Z. Krebsforschg. 40, 567 (1934). 
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von Ascorbinsiure beim EKhrlichschen Miausecarcinom einen be- 
deutend steigernden HinfluB dieser Substanz auf das Tumorwachs- 
tum feststellen konnten. Wir wollen deshalb unsere mitgeteilten 
Resultate zunichst noch durchaus als zweifelhaft betrachten und 
insbesondere Versuche durchfiihren, bei denen wir die Ascorbin- 
siure nicht per os, sondern per injectionem verabreichen. Da 
wir in unseren friiheren Mitteilungen iiber die enzymatischen Vor- 
giinge im Tumorgewebe die enzymatische Argininspaltung als Wachs- 
tumsreaktion erkannt haben, und da wir andererseits gemeinsam 
mit Leuthardt?) feststellen konnten, daB gerade die Ascorbin- 
siure im normalen Gewebe bei Gegenwart von minimalen Mengen 
von Kupfer als Aktivator der Arginase fungiert, wihrend im 
Tumorgewebe Ascorbinsiure allein schon eine aktivierende Wir- 
kung herbeifiihren kann, ist natiirlich die Frage nach dem Vor- 
kommen dieses Stoffes in rasch wachsenden Zellen von allergréBter 
Bedeutung. Wir werden daher in diesem Sinn diese Versuche in 
ausfiihrlicher Weise weiterfiihren. 


Experimenteller Teil. 


Wir méchten gleich von Anfang darauf hinweisen, da wir 
die mit dem Dichlorphenolindophenol erhaltenen Titrationswerte 
nur der einfachen Ausdrucksweise halber als ,,Ascorbinsiurewerte* 
bezeichnen. In Ubereinstimmung mit den Versuchen von C. Martius 
und H. von Euler?) und von Harris und Ray’) fanden wir in 
Modellversuchen mit Ascorbinsiiure, Glutathion und Cystein, dai 
das p,, 2,5 nicht tibersteigen darf und weiterhin, daB die Reduk- 
tion nach 1/, Minute beendigt sein mu, wenn Glutathion und 
Cystein ausgeschlossen werden sollen. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration hielten wir zwischen p, 1 und 2. Damit ist aber noch 
nicht gesagt, daB die Titrationswerte nur auf Ascorbinsiiure zu 
beziehen seien, da auch andere Reduktone (vgl. 2) bei diesem p,, 
den Farbstoff entfirben. Die Jodtitration wurde ebenfalls in 
saurer Lésung unter Zusatz von Stirke durchgefihrt. Die Ver- 
suche wurden in der folgenden Weise ausgefiihrt: dem durch 
Kopfschlag getéteten Tier wurden die Organe sofort entnommen, 
gewogen. Beim Jensensarkom wurde sorgfaltigst Tumorgewebe 
und Nekrosengewebe getrennt und nun in der 2,5fachen Menge 





1) Klin. Wschr. 12, 1843 (1933); vgl. auch Karrer u. Zehender, 
Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933). 
2) Biochem. Z. 271, 9 (1934). 8) Biochemie. J. 27, 303 (1933). 
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yon 20°/,iger Trichloressigsiure unter Zusatz von Quarzsand 


verrieben. 


Filtrat mit der 3fachen Menge Wasser verdiinnt. 


Dann wurde 1 Stunde lang extrahiert und nun das 
Von diesen 


Verdiinnungen wurde dann die Titration mit einer méglichst groBen 
Menge ausgefiihrt. Es wurde mit */,,., normaler Farbstofflésung 
und */,9, normaler Jodlésung titriert. Die in den Tabellen an- 
gegebenen Zahlen sind umgerechnet auf Kubikzentimeter n/1000 


pro Gramm. 


Normale Ratten. 


Tumorratten (Jensensarkom). 











Leber Leber Tumor Nekrose 
Titration mit Titration mit Titration mit Titration mit 
| 
Farb- Farb- 
Farbstoff Jod Farbstoff; Jod stoff Jod stoff Jod 


ecm n/1000 pro g 


ecm n/1000 pro g 





ecm n/1000 pro g 





ecm n/1000 prog 




















H 2,06 | 7,00 H 0,98 | 4,20 
H 2,42 | 7,29 H 1,04 | 9,81 
H 2,28 | 8,88 H 0,60 | 6,08 
H 2,28 | 8,44 H 0,98 | 5,45 
H 2,42 | 9,35 0,98 | 8,40 
H 2,84 | 9,53 0,30 7,00 
H 2,60 10,36 1,00 9,70 
H 1,97 | 10,48 1,20 | 10,70 
H 3,59 | 14,86 (?) 0,80 | 11,50 
H 4,12 | 9,40 1,10 | 10,40 
H 2,98 | 7,52 0,67 | 7,50 
H 3,37 | 7,00 
H 4,26 | 6,65 
H 4,37 | 6,14 
H = 
Farbstoff = 








278 | 5,84 
8,44 | 17,15 
1,75 | 7,01 
1,89 | 6,59 
2,90 | 8,00 
1,60 | 4,80 
2,00 | 6,70 
1,60 | 6,90 
1,75 | 6,60 
2,30 | 8,90 
2,87 | 6,43 





Hungertiere (24 Stunden). 
2,6-Dichlorphenolindophenol. 





1,40 
2,33 
3,17 
8,96 
0,64 
1,00 
0,80 
2,30 
1,00 
1,10 
0,40 


Zur Durchfiihrung dieser Versuche wurden uns von der 
Schweiz. Vereinigung zur Krebsbekampfung die Mittel zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir an dieser Stelle unseren besten 
Dank aussprechen. 
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Uber die Enzyme des Gehirns. 


Von 


S. Edlbacher, E. Goldschmidt und V. Schlippi. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1934.) 


Die vorliegende Untersuchung bringt einige Beobachtungen 
iiber die enzymatische Leistungsfiihigkeit des Gehirngewebes, 
Sie bringt zunichst nur die Resultate einiger orientierender Ver- 
suche, die wir unternommen haben, um iiber die wesentlichen 
Stofiwechselvorginge, die sich im Gehirn- und Nervengewebe ab- 
spielen, orientiert zu sein. 

Seit den Untersuchungen O. Warburgs wissen wir, daB ge- 
rade Retina und Gehirn sich durch ihre hohe Glykolysefihigkeit 
und relativ geringe Atmung gegeniiber anderen normalen Geweben 
kennzeichnen. Diese Besonderheit des Kohlenhydratstoffwechsels 
ist bis jetzt das einzige charakteristische Merkmal fiir den Stoff- 
wechsel des Nervengewebes gewesen. Krebs!) hat dann einige 
Beobachtungen iiber die proteolytische Fahigkeit der Gehirnsubstanz 
gegeben. Es scheint uns in diesem Zusammenhang iiberfliissig, auf 
die noch vorhandene Literatur einzugehen, da sie sich bei ihrer 
Durchsicht als héchst unzuverlissig erwies. 

Der Reichtum der Nervensubstanz an phosphorhaltigen Ver- 
bindungen sowie die Existenz exakter Bestimmungsméglichkeiten 
veranlaBte uns in erster Linie zu orientierenden Versuchen iiber 
die Dephosphorylierungsfahigkeit des Gehirns. Die dabei ge- 
wonnenen Gesichtspunkte werden wir weiter unten darstellen. 
AuBer diesen Dephosphorylierungsvorgiingen wurden noch die 
Proteolyse- sowie die Lipasewirkung iiberpriift. Die Untersuchungen 
wurden teils an Acetontrockenpulvern, teils an frischem Gehirn 
ausgefiihrt. Wir wissen selbstverstiindlich, daB alle gewonnenen 
Gesichtspunkte noch am iiberlebenden Gewebsschnitt nachgepriift 
werden miissen, da durch die Extraktions- und Breiversuche 


*) Biochem. Z. 238, 174 (1931). 
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leicht Uberaktivierungen eintreten kénnen, wie auch Vernichtung 
bestimmter Reaktionen des lebenden Gewebes. 

Aus duBeren Griinden muSten wir aber die Untersuchungen 
schon in dem jetzigen Stadium abbrechen. Sie werden in unserem 
Institut noch fortgesetzt. 

Die wichtigsten Ergebnisse der Phosphatasewirkung der 
Gehirnsubstanz lassen sich in Folgendem zusammenfassen: 
Wihrend Nucleinsiiure, hexosediphosphorsaures Mg und Natrium- 
glycerophosphat von Leber und Niere sehr stark gespalten werden, 
zeigt die Gehirnsubstanz die Eigentiimlichkeit, Nucleinsiure 
und hexosediphosphorsaures Mg nur ganz schwach, Natrium- 
glycerophosphat iiberhaupt nicht zu spalten. Die Spaltungen 
sind in allen Fallen sehr stark von der aktuellen Reaktion 
abhingig. 

Beziiglich der proteolytischen Fahigkeiten konnten wir eben- 
falls zeigen, daB nur eine schwache katheptische und fast gar 
keine tryptische Wirkung zu beobachten war. 

Wir werden in einem anderen Zusammenhange iiber die 
Lipasen des Gehirns berichten. Es scheint, daB auch diese 
Lipasenspaltung ein ganz geringes AusmaB hat. 

Wir haben besonders in bezug auf die in der Nervensubstanz 
auftretenden Stoffe die Kohlenhydrate, Nucleinstoffe und Phos- 
phatide, die oben genannten drei Substrate, zum Studium der 
Dephosphorylierungsvorgiinge herangezogen. Nun findet ja nach 
OQ. Warburg im Gehirn ein starker Kohlehydratumsatz statt. 
Es ist deshalb in diesem Zusammenhang merkwiirdig, daB eine 
Substanz wie das Hexosediphosphat nur in relativ geringen 
Mengen in den Extrakten und Gewebebreien gespalten wird. 
Der enorme Reichtum des Gehirns an Phosphatiden und dadurch 
an Glycerinphosphorsiuren hat uns vermuten lassen, daB gerade 
das Natriumglycerophosphat in gréBeren Mengen zerlegt wiirde, 
was aber nach unseren Beobachtungen gerade nicht der Fall 
war. Wir haben in einer Reihe von Versuchen gezeigt, daB 
Dephosphorylierungen der Nucleinsaure, insofern sie nicht in Leber 
und Niere stattfindet, ein Kennzeichen fir Zellteilungsreaktionen 
darstellt. Da nun im Gehirn solche Zellteilungsvorginge nicht 
stattfinden, fiigen sich unsere Beobachtungen iiber den geringen 
Umsatz der Nucleinsiuren in diesem Gewebe ganz in diesen 
Gedankengang ein. Es ware in diesem Zusammenhang zu be- 
denken, daB der Stoffwechsel der Ganglienzellen und der der 
Neuroglia vollkommen verschieden sein kénnte. 
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Wir haben an Rinderhirnen reine weife Substanz und 
graue + weiBe Substanz untersucht, da sich rein graue Substanz 
nur sehr schwer isolieren lieB. Es zeigte sich auch keinerlej 
Unterschied zwischen der weiBen und der grauweifen Misch- 
substanz. Es soll damit natiirlich nicht behauptet werden, 
da8 wirklich kein Unterschied in der Reaktionsart dieser beiden 
Gewebe vorhanden ist. 

FaBt man dies alles zusammen, so ergibt sich, daB das Ge- 
hirn sich durch eine eigentiimliche Reaktionstragheit gegen- 
iiber anderen Geweben kennzeichnet, denn auBer der starken 
Glykolyse konnten wir zunachst keinen bemerkenswerten Stoff- 
umsatz vorfinden. Daraus ergeben sich verschiedene Gesichts- 
punkte, auf die wir in einer spiiteren Abhandlung noch zuriick- 


kommen werden. 


Experimenteller Teil. 


Von frischem Rinderhirn wurden Kleinhirn und Stamm abgetrennt 
und dann soweit es méglich war, die weiBe Substanz herauspriipariert. 
Dadurch wurde natiirlich keine vollkommene 'Trennung der grauen Substanz 
erreicht, wohl aber konnten betriichtliche Mengen reiner weiBer Substanz 
gewonnen werden. Die in der Folge als graue Substanz bezeichnete, ist 



































Rinder-Hirntrockenpulver. 
Tabelle I. 
Als Substrat: Hexosephosphorsaures Mg 1 /). 
| Graue Substanz - ae Wei8e Substanz | 
5/8 Fi to 2 Si b0 
5) Sis ~ mw | Z 
pu [GES ES Eel bs) 8 | ER) Be Be BE| 5 
aoS/ag|/ag rice a2 |sslagi/arl(eq/| @ 
Aes asi |. aS fe ®)/]s\a = 
gq)" 2 +| 7 | ” ~ Sia ” 
~~ —— co aa POR: = = name enna _ - — eed a ree — ease 
511 | 0,50 | 0,80 | 0,87 | 0,0 | 0,07 |} 0,52 | 0,67 | 0,64 | 0,0 = 
6,34 | 1,22 | 1,22 | 2,20 | 0,25 | 0,73 |] 0,80 | 0,77 | 1,12 | 0,25 | 0,10 
8,90 | 1,27 | 1,82 | 3,80 | 0,72 | 1,26 |] 0,85 | 0,85 | 2,50 | 0,72 | 0,93 


Nucleinsiure 2 °/,. 

5,11 | 0,87 | 1,05 | 1,62 | 1,47 | —0,90 |] 0,69 | 0,90 | 1,56 | 1,44 | —0,78 
6,34 | 1,32 | 1,32 | 2,04 | 1,08 | —0,36 |] 0,84 | 0,84 | 1,62 | 1,02 | —0,24 
8,90 | 1,02 | 0,99 | 3,00 | 0,63 | 0,99 |] 0,69 | 0,60 | 2,10 | 0,48 | 1,02 


Na-Glycerophosphat i °%/). 






































5,11 0,48 | 0,46 | 0,0 _ 1,20 | 1,04 | 0,0 | — 
6,34 | 0,90 | 0,92 | 0,19) — 1,1 | 1,20 | 0,19} — 
8,90 | 1,21 | 1,27 | 0,0 0,06 1,05 | 1,17] 0,0 | 0,12 
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Frische Organextrakte. — 1°/, Na-Glycerophosphat. 
Tabelle Il. Meerschweinchen. 
“ Enzym Enzym Enzym Substrat ~ 
Pu allein sofort allein + Substrat allein Spaltung 
enteiweiBt | 3 Std. 38° | 3 Std. 38° 38° 
Hirn. 0,5 g¢ Organ = 5 ccm Extraktfliissigkeit. 
5,11 0,29 0,34 0,36 0 0,02 
6,34 0,58 0,60 0,78 0,18 0 
8,9 0,59 0,69 1,03 0 0,34 
Leber. 1,0 g Organ = 5 ccm Extraktfliissigkeit. 
5,11 0,50 0,95 2,32 0 1,37 
6,34 0,44 0,95 2,28 0,18 1,15 
8,9 0,58 1,02 1,14 0 0,12 
Niere. 0,5 g Organ = 5 cem Extraktflissigkeit. 
5,11 0,39 0,79 1,54 0 0,75 
6,34 0,56 0,90 2,07 0,18 0,99 
8,9 0,63 1,23 9,20 0 7,97 
Tabelle Ill. Ratte. 
“a Enzym Enzym ye per 2 
Pu allein sofort allein Enzym Substrat Spaltung 
enteiweiBt | 3Std. 38°] +Substrat]  allein 
Leber. 1,0g Organ = 5cem Extraktflissigkeit. 
5,11 0,46 0,97 2,05 0 1,08 
6,34 0,48 1,09 1,40 0,18 0,18 
8,9 0,61 1,10 1,43 0 0,33 
Niere. 0,33 g Organ = 5 cem Extraktfliissigkeit. 
5,11 0,33 0,50 0,85 0 0,35 
6,34 0,46 0,68 1,80 0,18 0,94 
8,9 0,55 0,84 15,25 0 14,41 
Tabelle IV. Kaninchen. 
| Enzym =| Enzym ig eae : 
Pu allein sofort allein Ensym Substrat Spaltung 
enteiweiBt | 3 Std. 38° | +Substrat| allein 
Hirn. 0,5 g Organ = 5 ccm Extraktflissigkeit. 
5,11 0,21 0,20 0,28 0 0,08 
6,34 0,49 0,61 0,76 0,18 — 0,03 
8,9 0,63 0,63 1,04 0 0,41 
Leber. 1,0g Organ = 5 cem Extraktfliissigkeit. 
5,11 0,21 0,51 0,82 0 0,31 
6,34 0,47 0,74 1,16 0,18 0,24 
8,9 0,63 1,33 2,4 0 1,07 
Niere. 1,0g Organ = 5 ccm Extraktfliissigkeit. 
5,11 0,31 0,73 0,97 0 0,24 
6,34 0,54 0,97 1,68 0,18 0,53 
8,9 0,73 1,48 9,69 0 8,21 
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eine Mischung von grauer und weifer Substanz. Die zerkleinerten Gewebs- 
massen wurden 4 mal mit der mehrfachen Menge Aceton und je 2 mal 
mit Ather auf der Maschine je */, Stunde lang geschiittelt und die lutt- 
trockne Masse in der Kugelmiihle staubfein gemahlen. 


Fiir die Phosphataseversuche wurden diese Pulver mit der jeweils 
angegebenen Menge physiologischer Kochsalzlisung 24 Stunden im Eis- 
schrank extrahiert und das Filtrat als Enzymlésung verwendet. Bei der 
Verwendung von frischen Gehirnen wurde das Organ mit Quarzsand in 
physiologischer Kochsalzlésung verrieben und koliert. Es gelangte in diesem 
Fall also Organsuspension zur Verwendung. Die Extraktlésung wurde so 
verwendet, daB ihre Menge in jedem Ansatz 150 mg des Gehirntrocken- 
pulvers entspricht. Zu jedem Ansatz wurden 5 ccm Enzymlésung, 15 bzw. 
10 ccm Pufferlésung und 5 cem Substratlésung (1°/, in der entsprechenden 
Pufferlésung gelést), zugegeben. Zur Bestimmung der priéformierten Phos- 
phorsiiure wurde sofort mit 5 cem 15°/,iger Trichloressigsiure enteiweiBt, 
die anderen Proben wurden 3 Stunden bei 38° der Spaltung iiberlassen. 
Daraufhin wurde ebenfalls mit 5 ccm Trichloressigsiure enteiweiBt, filtriert 
und in einem aliquoten Teil des Filtrats die Phosphorsiure colorimetrisch 
nach Lohmann und Jendrassik bestimmt’). Als Pufferlésung wurde ver- 
wandt: py, 8,9 = 2°/,ige Bicarbonatlésung, py 6,43 = 5,5 Teile Sérensen- 
sche Citratlésung + 4,5 Teile n/10-NaOH, py 5,11 = 9 Teile Sérensensche 
Citratlésung und 1 Teil n/10-NaOH. Die in den Tabellen angegebenen 
Zahlen bedeuten Milligramm-Phosphorsdure in 25 ccm Ansatzfliissigkeit. 

Zur Bestimmung des Kathepsins wurden 4 g Hirn-Trockenpulver 
(Graue Substanz) in 100 ccm Acetatpuffer 24 Stunden im Eisschrank ge- 
halten. Der Acetatpufferlésung (pg = 4,7, Na-Acetat + Essigsiure 1:1) waren 
vorher 5°/, Glycerin und 0,5°/, Hisessig zugesetzt worden. Die Aufschwem- 
mung wurde nach 24 Stunden abgenutscht und das klare Filtrat als Enzym- 
lésung verwandt. Als Substrat gebrauchten wir eine 2°/,ige Lésung einer 
pulverisierten Gelatine, ebenfalls in Acetatpuffer gelést. Spaltung durch 
Abkochen unterbrochen. 


Ansitze: ohne Enzym: 20 ccm px 4,7 + 80 ccm Substrat 
mit Enzym: 20 ccm Enzym + 80 cem Substrat. 


Der Stickstoff der durch die katheptische Wirkung freigewordenen 
Aminosiiure wurde nach dem van Slykeverfahren bestimmt und ist in 
der nachstehenden Tabelle in Milligramm ausgedriickt (mit Beriicksichtigung 
von Temperatur und atmosphirischem Druck), stammend aus je 2 cem 


Ansatzfliissigkeit. 


Tabelle V. 





Ohne Enzym| Mit Enzym Spaltung 




















ere 0,22 0,24 0,02 
Nach 7 Stunden bei 38° 0,18 0,21 0,03 
~~ ere » 38° 0,20 0,24 0,04 


1) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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. | Beim Ansatz fiir die tryptische Spaltung wurde genau wie oben 
| | yerfahren, nur da8 Phosphatpuffer vom px 8,0 verwandt wurde, ebenso 
wurde in der 5°/, Glycerin enthaltenden Enzymlésung der Eisessig weg- 
gelassen und als Substrat wurde eine 4°/,ige Gelatinelésung gebraucht. 


Tabelle VI. 























| Ohne Enzymj| Mit Enzym Spaltung 
P aan tne —— = a ——$—<—$<—$—$—< ere - SSE — > 
ie ide gud 5 0,22 0,31 
Nach 7 Stunden bei 388° 0,39 0,35 g 
— , 38° 0,37 0,37 g 


Diese Untersuchungen wurden durch Mittel erméglicht, die 
die Rockefeller-Foundation uns gewihrte. Wir sagen dieser 
dafiir unseren Dank. 
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Synthese der 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2-methylmalonsaure- 
4,6,8-tripropionsdure (Iso-Konchoporphyrin ID 
sowie des Deuteroporphyrins IT’). 


Von 


Hans Fischer und Erich vy. Holt. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1934.) 


Konchoporphyrin wurde vor einigen Jahren aus Muschel- 
schalen in krystallisiertem Zustand gewonnen?”) und durch Abbau 
in Koproporphyrin J-ester iibergefiihrt. Demnach gehdért das 
Konchoporphyrin mit Sicherheit zum Atioporphyrin I-Typ, was 
auch weiter dadurch bewiesen wird, daB neuerdings auch Uropor- 
phyrin aus Muschelschalen isoliert werden konnte, das ebenfalls 
dem Atioporphyrin I-Typ angehirt. 

Konchoporphyrin ist ein einfach carboxyliertes Koproporphyrin 
und hiernach kann folgende Formel fiir seine Konstitution in 
Betracht gezogen werden: 








_-COOH 
H,C;—=CH,CH H,C+CH, CH, COOH 
| “COOH 
No =CH \/ 
HG a "OH 
\ NH 
HOOCH,CH,C—= dhe HOOCH,CH, 1X 


Nach friiheren Arbeiten *) mubte die Ringsynthese dieses Kérpers 
bei Anwendung von Pyrromethenen mit /-standiger Methylmalon- 
siuregruppe wegen der Labilitiit der letzteren auf groBe Schwierig- 
keiten stoBen. Wir haben deshalb bis jetzt keine Versuche nach 


!) 30. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 29. Mitteilung: ,,Uber 
Uroporphyrin aus Muschelschalen“, Diese Z. 204, 101 (1932). 

*) H. Fischer u. K. Jordan, Diese Z. 190, 75 (1930). 

5) H. Fischer u. R. Siebert, Liebigs Ann. 483, 1 (1930). 
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dieser Richtung gemacht, sondern uns bemiiht, sekundir den 
Methylmalonsiurerest in das Porphinsystem einzuftihren, nachdem 
prinzipiell die Méglichkeit hierzu durch die tiherfuhrung des 
Chlorophyllporphyrins Pyrroporphyrin in Mesoporphyrin geschaffen 
war’). Demgema&S war die erste Aufgabe die, ein Porphyrin vom 
Typ des Atioporphyrins I mit freier Methingruppe zu erzeugen, 
entsprechend folgender Formulierung: 

















_— H b H,0= | aa 
» a - =—=-CH ae 
Pi a a N \Y 
HC ST ia dae CH 
\. NH ine ae 
HOOCH,CH,C==—CH, HOOCH,CH,C —— 
H,C——=Br ie sila 
a c 
oe ih 
x y \ 
HC c CH 
\ NH NH 
™ ae 


| | HOOCH,CH Ae 


HOOCH,CH,C——CH, 


also eine 1,3,5,7-Tetramethylporphin-4,6,8-tripropionsiure. Der 
Diagonalstrich zeigt dabei den Gang der Synthese an. Als eine 
Komponente kam also das bereits bekannte 5-Brom-4,3’,5’-tri- 
methylpyrromethen-3, 4’-dipropionsiurehydrobromid (d) in Frage, 
Als zweite Komponente wurde das 3,5-Dibrom-4,3’,5’-trimethyl- 
pyrromethen-4’-propionsiurehydrobromid (e) bendtigt. 




















“Tl za »,CH,COOH d H,C-= a 
NH N 
in 
Br H 
Br H 
a oe 
N NH 
a CH [ ‘Br 
‘lineage —=CH, ° Br-—'cu, 


1) H. Fischer u. J. Riedl, Liebigs Ann. 486, 178 (1931); vgl. auch 
Liebigs Ann. 482, 214 (1930). 
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Fiir die Synthese des zuletzt genannten Korpers (e) wurde 
die 4-Methyl-3-brom-2-formylpyrrol-5-carbonsiure mit der 2,4-Di- 
methylpyrrol-3-propionsiure zu folgendem Pyrromethen (f) dem 
3-Brom-4, 3’, 5’-trimethylpyrromethen - 5 -carbonsaure - 4’- propion- 
siurehydrobromid 











N N 
H i," 
H br 


vereinigt, wobei es schwierig war, die freie Carbonsiiure rein zu 
erhalten, wegen der Labilitiit der «-Carboxylgruppe. Die Bro- 
mierung zu Methen e machte demgemif keine Schwierigkeiten; 
besonders glatt gelingt sie in Ameisensiure, in welchem Lisungs- 
mittel sich die Abspaltung der «-Carboxylgruppe mit gréBter 
Leichtigkeit vollzieht. Am besten bewihrte sich das Bromieren 
in T'etrachlorkohlenstoff unter FeuchtigkeitsabschluB, wobei zuerst 
ein Perbromid erhalten wird, das fiir die Porphyrinsynthese sich 
als besonders geeignet erwies. 

Die Synthese von b bzw. c wurde durch Verschmelzen von 
d und e in Citronensiure durchgefiihrt. Nach zahlreichen Ver- 
suchen mit verschiedenen Schmelzmitteln unter haiufiger Variierung 
aller Bedingungen — auch Zeit und Temperatur — wurde schlieb- 
lich eine Rohporphyrinausbeute von 15—20°/, erreicht; das Por- 
phyrin erwies sich jedoch als ein weitgehendes Farbstoffgemisch, 
denn aus d entsteht durch Selbstkondensation Koproporphyrin I, 
aus e durch Selbstkondensation Dibromdeuteroporphyrin II bzw. 
Deuteroporphyrin LH, weil das f-stiindige Brom ja immer in den 
Schmelzen teilweise eliminiert wird. 

Neben dem Porphyrin b tritt als Nebenprodukt natiirlich 
auch noch dessen Bromierungskérper ¢ auf. 

An Deuteroporphyrinen sind theoretisch ebensoviele méglich 
wie Mesoporphyrine, insgesamt also 15, und man kann sie aus 
den Mesoporphyrinen theoretisch leicht ableiten, indem man die 
Athylreste in den Mesoporphyrinen durch Wasserstoff ersetzt. 
Folgende Tafel gibt die 15 Deuteroporphyrine wieder, in der iib- 
lichen abgekirzten Form geschrieben, und das erwihnte Deutero- 
porphyrin entspricht, wie ersichtlich, Formel LI. 

Die Trennung des entstehenden Porphyringemisches stieB auf 
groBe Schwierigkeiten. Koproporphyrin gibt ein leicht lésliches 
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Aus Atioporphyrin I: 
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Natronsalz, wihrend die Natronsalze der Deuteroporphyrine 
nach den bisherigen Erfahrungen schwer léslich sind. Diese 
Methode fiihrte nicht zum Ziel, weil hier als Hauptkérper 
neben Koproporphyrin (Tetrapropionsiure) ja Porphintripropion- 
siure entsteht, die auch in Natronlauge léslich ist. Die Ather— 
Salzsiuremethode versagte, weil die Salzsiurezahlen von Kopro- 
porphyrin, Deuteroporphyrin und der Porphin-tripropionsiure zu 
nahe beieinander lagen. Es wurde deshalb ein Weg eingeschlagen, 
der wohl auch sonst zur Trennung von Porphyrinen mit freier 
Methingruppe von vollkommen substituierten Porphyrinen sehr 
geeignet ist, nimlich die totale Bromierung. Hierbei wird das 
Porphyrin mit freier Methingruppe in entsprechende Bromkérper 
iibergefiihrt. Hierdurch erhéht sich die Salzsiurezahl und die 
Trennung vom Koproporphyrin libt sich leicht durchfiihren. Nach 
Aufarbeitung iiber Ather—Salzsiure resultieren schlieBlich 4°/, an 
Koproporphyrin und etwa 3°/, Porphyrin c. 

Vom Dibromdeuteroporphyrin IJ wurden nur geringe Mengen 
beobachtet, die jedoch zur Identifizierung durch Analyse aus- 
reichend waren. Porphyrin c krystallisiert gut, ebenso sein Hisen- 
salz sowie der Trimethylester. Auch dessen Kisen-, Kupfer- und 
Zinkkomplexsalz wurden durch die Elementaranalyse identifiziert. 

Bei der Entbromung von c zu b bewihrte sich wiederum die 
Enthalogenierungsmethode nach Busch’). Chlorin- und Komplex- 
salzbildung trat als stérende Nebenreaktion ein und es mubte 
deshalb durch Fraktionierung Porphyrin b abgetrennt werden. 
Seine Salzsiurezahl ist 0,3, die von c 4,0, sodaB die Trennung 
ohne gréfere Schwierigkeiten méglich ist?), 

Porphyrin b krystallisiert gut und wurde durch seinen Tri- 
methylester sowie das Hisensalz charakterisiert. Vom Trimethy]- 
ester wurde Kupfer- und Hisensalz gewonnen. In Porphyrin b 
wurde nunmehr der Methylmalonsiurerest nach der von H. Fischer 
und J. Riedl*) beim Deuterohimin angegebenen Methode ein- 
gefiihrt. Auch hier war die Anwendung des Haimins im EHinklang 
mit friiheren Erfahrungen notwendig und zuniachst wurde die 
1,3,5, 7-Tetramethyl-2-oxymethylporphin-4,6,8-tripropionsaure fol- 
gender Konstitution 


1) Z. angew. Chem. 38, 521 (1925). 

*) Ausfiihrliche Beschreibung der Versuche findet sich in der Disser- 
tation Erich von Holt, Techn. Hochschule Miinchen, 1932. 

5) Liebigs Ann. 482, 214 (1930). 
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CH,Br = Formel h 
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gewonnen und als Kisenkomplex analysiert. Nunmehr wurde durch 
Umsetzung mit Kisessig-Bromwasserstoff im zugeschmolzenen Rohr 
die Oxymethylgruppe in eine Brommethylgruppe umgewandelt 
(h = Formel g mit Ersatz der durch x bezeichneten Stelle durch 
CH,Br) und unter vélligem FeuchtigkeitsausschluB in Aceton mit 
frisch bereitetem Kaliummalonester umgesetzt. Nach 12 Stunden 
ist die Reaktion beendet. Nach Analysenzahlen und Synthese 
liegt die 1,3,5,7-Tetramethyl-porphin-2-methylmalonsiure-4, 6,8- 
tripropionsiure vor (vgl. Formel a, 8.124), die als Pentamethyl- 
ester isoliert wurde. Der Schmelzpunkt des Esters lag bei 170°, 
also nahezu 100° niedriger als der des Konchoporphyrins. 

Versuche, mit Hilfe von Acetylendicarbonsiureester und nach- 
trigliche Reduktion in das Himin von b den Bernsteinsiurerest 
einzufiihren, sind im Gange. 

Hiernach sowie nach der Krystallform und dem Spektrum 
kann es sich nicht um Konchoporphyrin handeln. Konchopor- 
phyrin wird also wahrscheinlich einen Bernsteinsiurerest an Stelle 
des Methylmalonsiurerestes tragen, und das synthetisierte Por- 
phyrin mu8 als Iso-Konchoporphyrin I bezeichnet werden. 

Porphyrin i ist spektroskopisch nahezu identisch mit dem 
von H, Fischer und P. Heisel}?) synthetisierten Iso-uropor- 
phyrin II. Der Eintritt einer Carboxylgruppe zu den 4 Carboxyl- 
gruppen des Koproporphyrins hat also fast den gleichen HinfluB, 
wie der Kintritt von 4 Carboxylgruppen, dagegen ist im Schmelz- 
punkt des Esters eine erhebliche Depression eingetreten. 

Oben haben wir als Nebenprodukt bei der Synthese von 
Porphyrin b Dibromdeuteroporphyrin II folgender Konstitution (i) 
erwahnt, das durch Selbstkondensation des Pyrromethens e ent- 
steht. Wie aus der Ubersichtstafel zu ersehen ist, leitet sich Di- 
bromdeuteroporphyrin II vom Atioporphyrin I ab und angesichts 


sisi hccilbte 





1) Liebigs Ann. 457, 83 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVII. 9 
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der T'atsache, da8 Himin I in der Natur noch nicht mit Sicher- 
heit festgestellt worden ist — obschon von ihm zahlreiche natiir- 
liche Porphyrine sich ableiten — wiire die Synthese der beiden 
Hamine, die den Deuteroporphyrinen I und II entsprechen, mit 
Vinylgruppen an Stelle der beiden freien Methingruppen von 
groBem Interesse, da, wenn ihre Kigenschaften einmal bekannt 
sind, eine Entdeckung und Isolierung eher méglich wire. Aus 
diesem Grunde synthetisierten wir das Deuteroporphyrin II aus 
Methen e. Auch f gibt in der Brenzweinsiureschmelze Deutero- 
porphyrin II. Die Ausbeute ist jedoch bei e — in Ubereinstimmung 
mit friiheren Erfahrungen — bedeutend besser, insbesondere, wenn e 
frisch dargestellt ist. In einer Ausbeute von 7°/, wurde das schén 
krystallisierte Deuteroporphyrin II erhalten. Spektroskopisch ist 
es vollig identisch mit dem natiirlichen Deuteroporphyrin’), Das 
freie Porphyrin, sein Dimethylester und dessen Kisen- und Kupfer- 
salz wurden analysiert. 

Von hier aus mu Hamin II analog unseren Himinsynthesen 
zuginglich sein. Die Versuche hierzu werden demnichst durch- 
gefiihrt. 

Deuteroporphyrin Il wurde (mit Herrn L. Niissler) noch auf 
einem zweiten Wege synthetisiert. 2,3-Dimethyl-5-formylpyrrol 
gibt mit Opsopyrrolcarbonsiure das schén krystallisierte 4,5,3’-Tri- 
methyl-pyrromethen-4’-propionsiiurehydrobromid folgender Konsti- 
tutionsformel 








H,C,/——+H k is ie ena 
a9 -CH—————_ _ H 
NH N 
HBr 


das der Bromierung unterworfen wurde. Das zweifellos in 5’- Stellung 
und wahrscheinlich auch in 38-Stellung bromierte Methen wurde 





1) H. Fischer u. Kirstahler, Liebigs Ann. 466, 178 (1928), bzw. 
H. Fischer u. Lindner, Diese Z. 161, 18 (1926). 





Syn 


nic. 
sch: 
sch 
ben 
kell 


por 
eln¢ 
por, 
und 
her: 
Zu 
phy 
tio 
die 

por] 





we C= lO/ ow — | 





Synth. d. 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2-methylmalons.-4,6,8-tripropions. 13] 


nicht naiher untersucht, sondern sofort mit Bernsteinsiiure ver- 
schmolzen und es resultierte wiederum Deuteroporphyrin II in 
schén krystallisiertem Zustande, das als Ester isoliert wurde und 
beim Mischschmelzpunkt mit dem friiher beschriebenen Material 
keine Depression ergab. 

Wie oben ausgefiihrt, hat fiir die Synthese des Deutero- 
porphyrins II Pyrromethen e gedient. Es ist also bei der Synthese 
eine Kntbromung eingetreten, sonst miBte ja Dibromdeutero- 
porphyrin Ii faSbar sein. Durch Herabsetzung der Schmelzdauer 
und Erhéhung der Temperatur wurde zwar die Porphyrinbildung 
herabgesetzt, aber es gelang, ein Porphyrin mit héherer Salzsiurezahl 
zu fassen und vom Deuteroporphyrin II zu trennen. Dieses Por- 
phyrin war weitgehend spektroskopisch ahnlich Monobrom-Deutero- 
iitioporphyrin, das friiher mit Kirstahler beschrieben wurde und 
die Analyse gab eindeutige Resultate auf Monobrom-Deutero- 
porphyrin II folgender Konstitution 
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das als Methylester analysiert wurde. Das Spektrum liegt zwischen 
dem von Deutero- und Dibromdeuteroporphyrin IJ. Ké6rper | ist 
wichtig als Ausgangsmaterial von Monoacetyl- bzw. Monovinyl- 
Deuteroporphyrin, wie iiberhaupt fir einseitige Kinfiihrung von 
Substituenten. 

Dibromdeuteroporphyrin Il war aus den Schmelzen nicht zu 
isolieren. Es wurde durch direkte Bromierung von Deutero- 
porphyrin II erhalten. Dibromdeuteroporphyrin und sein Ester 
sind durch groB8e Krystallisationsfreudigkeit und Schwerléslichkeit 
in den iiblichen Liésungsmitteln ausgezeichnet. Sein Spektrum in 
Pyridin—Ather ist identisch mit dem des ,,natiirlichen“ Dibrom- 
deuteroporphyrins. Sein Dimethylester, sein Kupfersalz und das 
freie Porphyrin wurden analysiert. 

Die Einfiihrung von Hisen gelang nach '/, stiindigem Kochen 
mit Ferroacetat bei Gegenwart von Bromnatrium nur mit minimaler 
Ausbeute, wie die Analyse zeigte. Ob unter energischen Bedingungen 


die Kiseneinfiihrung méglich ist, wurde noch nicht untersucht. 
g* 
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Versuche, 


3- Brom -4, 3’, 5’- trimethyl- pyrromethen-5-carbonsdure-4 - propion- 
séure-hydrobromid (f). 8,4 ¢ 2,4-Dimethylpyrrol-3-propionsiure und 
11,6 g 4-Brom-3-methy]l-5-formylpyrrol-2-carbonsiure werden fein 
gepulvert innig durchmengt und unter Hiskiihlung mit 7 ccm Kis- 
essig zum dicken Brei angeteigt. Unter stetem Reiben erstarrt 
alles bald zur gelben Carbinolbase’). Dieses Stadium muB8 ab- 
gewartet und immer erreicht werden, weil sonst nie Krystallisation 
erreicht wird. Zu der erstarrten Masse werden auf einmal 6 ccm 
48°/,ige Bromwasserstofisiure hinzugegeben, alles zum homogenen 
Brei durchgearbeitet und nach und nach noch 6—7 ccm Brom- 
wasserstofisiure zugesetzt. Bald findet Krystallisation des gelben 
Methenbromhydrates statt, man lift noch etwa 3/, Stunde stehen 
und saugt den Krystallbrei ab. Nach dem Waschen mit wenig 
Kisessig und Ather wird im Exsiccator getrocknet. Ausbeute 20 ¢ 
Methenhydrobromid = 90°/, d. Th. 


Aus Methylalkohol werden durch einen Tropfen Ammoniak 
krystallisierte gelbe Prismen erhalten, offensichtlich das Ammonium- 
salz, und in Kisessig krystallisiert das Hydrobromid in gelben 
langgestreckten Prismen, die bis 290° nicht schmelzen. 

4,855 mg Subst.: 7,385 mg CO,, 1,670 mg H,O. — 4,640 mg Subst.: 
3,770 mg AgBr. — 2,583 mg Subst.: 0,147 ecm N, (18°, 721 mm). 

C,.H,,0,N,Br, (461,94) Ber. C 41,56 H 3,93 N 6,67 Br 34,59 
Gef. ,, 41,49 ,, 3,85 ,, 6,36 ,, 34,58. 


3,5-Dibrom -4, 3’, 5'- trimethyl-pyrromethen-4'- propionsaure-hydro- 
bromid(e). Die Bromierung von staubtrocknem Methenhydrobromid(f) 
gelang in Kisessig, Ameisensiure, mit elementarem Brom und in 
Tetrachlorkohlenstoff. KEndresultat war nach Analyse in allen 
Fallen e. Die besten Ausbeuten lieferte folgender Ansatz: 


10 g vollig trockenes Methenhydrobromid werden in 200 ccm 
Tetrachlorkohlenstoff aufgeschlimmt, kalt tropfenweise mit 14 ccm 
= 3 Mol einer Brom—Tetrachlorkohlenstofflésung (1 ccm = 
0,74 g Brom) versetzt und bei 50—55° unter Feuchtigkeitsausschlub 
2 Stunden erwirmt. Nach rascher Filtration wird das dunkle 
Rohprodukt im Exsiccator tiber Atznatron getrocknet. Ausbeute 
15—16 g. 





1) Sehr hiufig treten solche Carbinolbasen als Zwischenprodukte bei 
der Pyrromethenwirkung ein; sie sollen bei Gelegenheit einmal einer niheren 
Untersuchung unterzogen werden. 
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Zur Analyse wurde aus Ameisensiiure unter starker HBr- 
Entwicklung umkrystallisiert und bei 65° zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Das Methenhydrobromid krystallisiert aus Ameisen- 
siure in rotbraunen, aus Hisessig in stahlblauen langgestreckten 
Prismen, die bis 290° nicht schmelzen. 

5,252 mg Subst.: 7,065 mg CO,, 1,630 mg H,O. — 4,120 mg Subst.: 
0,204 cem N, (16°, 727 mm). — 7,460 mg Subst.: 8,440 mg AgBr. 
C,;H,,0,N,Br, (496,64) Ber. C 36,25 H 3,45 N 5,64 Br 48,23 

Gef. ,, 3669 ,, 3,47 ,, 5,59 ,, 48,14. 


2-Brom-1, 3, 5, 7-tetramethyl-porphin-4,6,8-tripropionsadure (c). 
5 g trockenes perbromidhaltiges Methenhydrobromid, 5 g 5-Brom- 
4,3’, 5’-trimethyl-pyrromethen-3, 4’-dipropionsiure-hydrobromid und 
10 g feingepulverte Citronensiure werden innig vermengt. Das 
Gemisch wird unter stetem Riihren 6—7 Minuten bei 240° ge- 
halten. Es setzt starke HBr-Entwicklung und Aufschiumen ein. 
Die noch heiBe Schmelze wird mit 20°/,iger HCl ausgekocht, 
filtriert und dasselbe mit dem Riickstand noch 2 mal wiederholt. 

Die vereinigten purpurrot gefarbten Filtrate werden schwach 
alkalisch und darauf wieder essigsauer gemacht. Nach dem Stehen 
iiber Nacht wird das ausgeflockte Rohporphyringemisch abfiltriert, 
und zur Reinigung das Lésen in Salzsiure und Fallen wiederholt. 
Ausbeute an rohem Porphyringemisch 1—1,3 g = 15—20°/, d. Th. 


Die Bromierung des Porphyringemisches erfolgt in folgendem 
Ansatz: 

0,1 g trockenes, fein gepulvertes Porphyringemisch wird mit 
20 ccm Eisessig zum Sieden erhitzt und langsam wieder erkalten 
lassen. Darauf wird tropfenweise unter Umschwenken 1 ccm 
einer 25°/,igen Bromeisessiglésung zugegeben und 3 Stunden unter 
hiufigem Umschiitteln leicht verschlossen stehen gelassen. 

Nach Ablauf dieser Zeit werden 5 ccm Aceton hinzugefiigt, 
21/,—3 Stunden stehen gelassen und darauf in Wasser gegossen. 
Mit Lauge wird die Bromwasserstoffsiure abgestumpft. Nach 
einigem Stehen wird abfiltriert und im Exsiccator getrocknet. 

10 solche Ansiitze werden vereinigt und mit 20°/,iger Salz- 
siure ausgekocht und filtriert. Durch Abstumpfen der Siure wird 
das Porphyrin in Ather getrieben und durch nochmaliges Hin- 
und Hertreiben zwischen Salzsiiure—Ather gereinigt. 

Mit 0,2°/,iger Salzsiure wird das Koproporphyrin | dem 
Ather quantitativ entzogen, gefallt und verestert. Ausbeute 130 
bis 150 mg Koproporphyrin I-tetramethylester vom Schmelzp. 246°. 
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Zur weiteren Reinigung wird mit 0,5°/,iger Salzsiure aus- 
geschiittelt bis zur Farblosigkeit der Salzsiure. 

Der Ather enthilt das Bromporphyrin, er wird mit destillier- 
tem Wasser salzsiurefrei gewaschen, durch Filtration getrocknet 
und abdestilliert. Der Riickstand wird mit kalt gesittigter methy]- 
alkoholischer Salzsiure durch Stehen iiber Nacht verestert. 

Nach Aufarbeitung iiber Chloroform wurden 170 mg Ester 
(ba) gewonnen = 3°/, d. Th. 

Das freie Porphyrin hat die Salzsiurezahl 4,5 und besitzt 
in Ather eine prachtvoll blaurote Farbe. 

2-Brom-1, 3, 5, 7- tetramethyl - porphin - 4, 6, 8- tripropionsaure-tri- 
methylester (c)} Der Ester wurde in iiblicher Weise mit kalt- 
gesittigter methylalkoholischer Salzsiiure gewonnen und iiber Chloro- 
form aufgearbeitet. Nach dem Einengen des letzteren wird mit 
dem 5fachen Volumen siedend heiSem Methylalkohol versetzt. 

Der Ester krystallisiert in glinzenden, rotvioletten Prismen. 
Zur Analyse wurde er 4mal aus Chloroform—Methylalkohol um- 
krystallisiert, bis der Schmelzpunkt bei 203—204° konstant blieb. 
Bei 65° wurde zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. 

5,085 mg Subst.: 11,440 mg CO,, 2,520 mg H,O. — 4,160 mg Subst.: 
0,282 ccm N, (15°, 723 mm). — 4,900 mg Subst.: 4,890 mg AgJ. — 3,645 mg 
Subst.: 1,020 mg AgBr. 

C,,H,,0,N,Br (703,21) 
Ber. C 61,48 H5,59 N7,96 Br 11,383 OCH, 13,23 
Gef. 5 61,36 9) 0,04 99 1,64 » 11,91 9» 18,19. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 625,8—620,7; II. Schatten 597,2; III. 584,0...570,3—566,0; 














623,2 568,0 
IV. 541,0—526,5; V. 512,4—487,6; End-Abs. 440. 
533,2 499,0 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, I, Il. 


Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 602,8—592,5; II. Schatten etwa 579; III. 564,6—545,5; 
597,8 555,6 
End-Abs. 445,6. 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, II. 

Eisensalz des 2-Brom -1,3,5,7- tetramethyl - porphin-4, 6,8-tripro- 
pionsdure-trimethylesters (c). Der Ester wird in Chloroform gelést 
und mit einer frisch bereiteten Ferroacetatlésung versetzt, der etwas 
Natriumbromid zugesetzt wurde. Nach dem Verdampfen des Chloroforms 
krystallisiert bald das Eisensalz in blauvioletten, manchmal sich kreuzenden 
Quadern, die zuerst mit verdiinnter HCl, dann mit heiBem Wasser ge- 
waschen werden. Zur Analyse wurde aus Chloroform-Methylalkohol 
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umkrystallisiert und bei 65° zur Gewichtskonstanz im Vakuum getrocknet. 
Schmelzp. 230—231°. 

2,505 mg Subst.: 0,250 mg Fe,0,. 

C,eH,,0,N,FeBr, (836,98) Ber. Fe 6,67  Gef. Fe 6,97. 

Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 

I. 554,8—545,1; IL. 519,1;  End-Abs. 439. 

549,9 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 

Kupfersalz des 2-Brom-1,3,5,7-tetramethyl- porphin- 4,6,8-tripro- 
pionsaure- -trimethylesters (c). Sue Lésung des Esters in Clidesefeen gibt 
man eine gesittigte Loésung von Cupriacetat in Kisessig, verdampft das 
Chloroform, worauf das Kupfersalz in dunkelroten, schriig abgeschnittenen 
Prismen vom Schmelzp. 316—317° auskrystallisiert. Zur Analyse wurde aus 
Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert und bei 65° konstant getrocknet. 


3,478 mg Subst.: 0,225 cem N, (16°, 720 mm). 

C,,H;,0,N,CuBr (764,77) Ber. N 17,32 Gef. N 7,24. 

Das Zinksalz wurde analog mit Zinkacetat hergestellt. Es krystallisiert 
in langgestreckten Prismen vom Schmelzp. 235—236°. Zur Analyse reichte 
die Menge nicht aus. 

2-Brom-1,3,5,7-tetramethyl-porphin-4,6,8-tripropionsaure (Cc). 
100 mg Ester wurden mit 33°/, iger Natronlauge 5 Stunden unter 
Riickflu8 erhitzt. Das gebildete rote Natriumsalz des Brompor- 
phyrins wurde abgesaugt, in wenig Wasser gelést und das freie 
Porphyrin mit Essigsiiure ausgeflockt, abfiltriert und mit Wasser 
griindlich gewaschen. Die Ausbeute betrug 92 mg = 100°/, d. Th. 

Zur Analyse wurde in Salzsiure gelést, in Ather getrieben, aus 
dem das Porphyrin in winzigen Prismen krystallisiert, die bis 290) 
nicht schmelzen. Bei 65° wurde zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

5,900 mg Subst.: 2,800 mg H,O, 12,810 mg CO,. — 4,150 mg Subst.: 
1,235 mg AgBr. 

C,H 30,N,Br (661,16) Ber. C 59,89 H 5,03 Br 12,08 

Gef. ,, 59,21 ,, 5,31 ,, 12,66. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 625,6—620,4; II. Schatten etwa 597; III. 584,2.. . 570,0—565,8; 

















623,0 568,1 
IV. 540,7—526,2; V. 512,0—487,3; End-Abs. 440. 
533,0 498,8 


* Reihenfolge der Intensititen: V, IV, III, I, I. 
Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 
I, 602,5-—592,0; II. Schatten etwa 579; III. 564,7—545,5; End-Abs.: 446. 








597,4 555,6 
Reihenfolge der Intensitéten: III, I, I. 
Eisensalz der freien 2-Brom-1,3,5,7-tetramethyl-porphin -4,6,8- 
tripropionsadure (c). Die Darstellung erfolgte analog der des Himinesters. 
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Da wegen geringer Substanzmengen aus Eisessig keine saubere Krystalli- 
sation eintrat, wurde aus Kisessig—Ather ausgeflockt und bei 100° im Vakuum 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Kérper schmolz bis 290° nicht. 
1,303 mg Subst.: 0,706 mg H,O, 2,364 mg CO,, 0,123 mg Fe,0,. 
C,,H,,0,N,FeBr, (794,91) Ber. © 49,82 N 3,93 Fe 7,02 
Gef. ,, 49,48 ,, 603 ,, 6,60. 


Hiimochromogenspektrum in Pyridin—Hydrazinhy drat: 
I. 554,9—545,4; II. 519,0; End-Abs. 440. 


550,0 
Reihenfolge der Intensititen: I, Il. 


1,3,5,7-Tetramethyl-porphin-4, 6, 8-tripropionsdure-trimethylester(c). 
Nachdem sich die Entbromung mittels Bernsteinsiure nur mit 
einer Ausbeute von etwa 20°/, vollzog, wurden 100 mg obigen 
Kérpers unter Erwarmen in 150ccm Sprit gelést, 4—5g 1°/, iges 
Pd/CaCO, und 4 ccm Hydrazinhydrat hinzugegeben und etwa 
1 Stunde unter RiicktluB auf stark siedendem Wasserbad erhitzt. 
Nach dem Erkalten wird vom Katalysator abfiltriert und die 
letzten Reste Porphyrin mit Pyridin daraus entfernt. Das Filtrat 
wird mit Wasser verdiinnt und essigsauer gemacht. Das aus- 
geflockte Porphyrin wird in 20°/, iger Salzsiure geldst, in Ather 
getrieben und fraktioniert. 

Im Auszug von 0,5°/,iger Salzsiure befindet sich das ent- 
bromte Porphyrin, mit 5°/, iger Salzsiure wird das Bromporphyrin 
erhalten und erneut der Entbromung unterworfen. 

Hine genaue Fraktion von 0,5°/, iger Salzsiure nach erfolgter 
Busch-Reduktion wurde durch 3maliges Hin- und Hertreiben 
zwischen Salzsiéure-Ather gereinigt. Nach dem Trocknen des 
Athers krystallisierte das Porphyrin in winzigen schlecht aus- 
gebildeten Prismen oder Nadeln, die bis 270° keinen Schmelz- 
punkt zeigten. Die Analyse des bei 60° zur Gewichtskonstanz 
getrockneten Praparates ergab die folgenden Werte: 

5,455 mg Subst.: 3,017 mg H,O, 13,521 mg CO,. — 3,100 mg Subst.: 
0,253 ccm N, (17°, 717 mm). 

Cy3H;,0,N, (582,27) Ber. C 68,00 H5,88 N 9,62 

Gef. ,, 67,60 ,, 6,18  ,, 9,06. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 625,6—621,2; II. Schatten etwa 598; III. 583,1...570,2—566,3; 

















623,5 568,2 
IV. 583,3—524,6; V. 505,4—482,8; End-Abs. 432. 
528,5 493,2 


Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, IfI, I. 
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Spektrum in 25°%,iger Salzsiure: 
I. 596,0—589,7; II. Schatten 575; III. 558,2—544,2; End-Abs. 424,5. 
593,3 551,2 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, I. 

Eisensalz der 1,3,5,7-Tetramethyl- porphin - 4,6,8- alii 
saure (Cc). Nach bekannter Methode wurde Eisen in das freie Porphyrin 
eingefiihrt. Aus Eisessig krystallisierten blau-violette Prismen, die bis 300° nicht 
schmolzen und zur Analyse bei 60° im Vakuum konstant getrocknet wurden. 

4,040 mg Subst.: 0,920 mg AgCl. 

C,,H,.0,N,FeCl (671,60) Ber. Cl 5,85 Gef. Cl 5,63. 

Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 

I, 449,8—440,7; II. 516,8; End-Abs. etwa 436. 

544,8 

Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

1, 3, 5, 7- Tetramethyl - porphin - 4, 6, 8 - tripropionsaure - trimethyl- 
ester(c). Das freie Porphyrin wurde mit kalt gesittigter methylalko- 
holischer Salzsiure verestert und iiber Chloroform aufgearbeitet. 
Durch 4maliges Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol 
stieg der Schmelzpunkt des in rot-violetten Prismen krystallisieren- 
den Esters langsam auf 195—196°. Die Analyse des bei 55° im 
Vakuum konstant getrockneten Esters zeigte noch Aschegehalt, 
der durch die Berithrung mit dem Busch-Katalysator bedingt ist. 

4,237 mg Subst.: 2,415 mg H,O, 10,615 mg CO,. — 2,890 mg Subst.: 
0,225 cem N, (15°, 726 mm). — 5,075 mg Subst.: 5,485 mg AgJ. 

C,,H,00,N, (624,32) Ber. C 68,90 H 6,45 N 8,95 OCH, 14,84 
Gef. ,, 68,39 ,, 6,38 ,, 8,81 » 14,28. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 625,4—621,0; II. Schatten 598; —‘III. 58,0... . 570,0—566,5; 























623,2 568,2 
IV. 538,4—524,7; V. 505,5—482,5; End-Abs. 432,3. 
528,6 493,5 


Reihenfolge der Intensititen: V, IV, I, II, I. 


Spektrum in 25°%,iger Salzsiure: 
I. 596,2—589,8; II. Schatten 575; III. 558,0—544,0; End-Abs. 424,5. 


593,4 551,0 

Reihenfolge der Intensitéten: III, II, I. 

Eisensalz des 1,3,5,7-Tetramethyl-porphin-4, 6,8-tripropionsaure- 
trimethylesters (c). In den Ester wurde Eisen nach erwihnter Methode 
eingefiihrt. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Chloroform-Eisessig 
lag der Schmelzpunkt bei 225—26° Das in blau-violetten Prismen kry- 
stallisierte Priparat wurde bei 55° im Vakuum konstant getrocknet. 

4,625 mg Subst.: 2,270 mg H,O, 10,185 mg CO,, 0,535 mg Fe,0,. 
C,.H3,0,;N,FeCl (713,64) Ber. C 60,53 H 5,35 Fe 1,85 

Gef. ,, 60,06 ,, 5,49 4, 8,09. 
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Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 
I. 550,9—541,2; II. 516,4; End-Abs. 437,6. 


545,7 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 





Kupfersalz des 1,3,5,7-Tetramethy]-porphin-4, 6, 8-tripropionsaure-. 
trimethylesters (c). Die Kupfereinfiihrung geschah in friher geschilderter 
Weise. Das Kupfersalz wurde aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert und 
bei 55° im Vakuum getrocknet. Das Salz krystallisiert in glinzend roten 
Nadeln vom Schmelzp. 189—190°. 

4,105 mg Subst.: 2,000 mg H,O, 9,435 mg CO,, 0,465 mg CuO. 

C,,H,,0,CuN, (685,87) Ber. C 62,99 H5,55 Cu 9,25 

Gef. ,, 62,69 ,, 5,45 » 9,05. 

Eisensalz der 1,3,5,7-Tetramethyl-2-oxymethyl-porphin-4, 6, 8-tri- 
propionsaure (g). 100 mg Ejisensalz des entbromten Porphyrins werden 
in 10 cem Chlormethylither aufgeschlimmt und unter Eiskiihlung und 
heftiger Turbinierung innerhalb von 10 Minuten mit 0,6 ccm Zinntetrachlorid 
tropfenweise versetzt. Nach dieser Zeit turbiniert man '/, Stunde bei ge- 
wohnlicher Temperatur weiter und gieSt darauf in Eiswasser. Nach etwa 
2—3 Stunden wird das ausgeflockte Hiimin abgesaugt und im Exsiccator 
getrocknet. Ausbeute fast quantitativ. ‘ 

Zur Analyse wurde ein Teil in Eisessig gelést und mit Ather aus- 
geflockt. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Operation wurde bei 100° 
im Vakuum konstant getrocknet. 

Die Substanz schmilzt bis 300° nicht. 

4,657 mg Subst.: 2,357 mg H,O, 10,001 mg CO,, 0,504 mg Fe,0,. 

C,,H,,0,N,FeCl (701,61) Ber. © 58,15 H 4,88 Fe 7,95 

Gef. ,, 58,62 ,, 4,50 ,, 7,57. 

Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 

I. 555,4—546,4; II. 530,0—510,0; | _End-Abs. 461. 

551,0 520,0 
Reihenfolge der Intensititen: I, I. 


1,3,5, 7-Tetramethyl - porphin - 2- methylmalonsaure - dimethylester- 
4,6,8-tripropionsdure-trimethylester (a). 100 mg LEisensalz der 
1,3,5, 7 - Tetramethyl-2-oxymethyl- porphin - 4,6,8 -tripropionsaure 
werden mit 10 ccm Bromwasserstofi—Kisessig bei 40° wahrend 
48 Stunden enteisent. 

Die rohe Porphyrinlésung wird in das 30fache Volumen ab- 
soluten Ather gegossen, das Hydrobromid der 1,3,5,7-Tetramethy]l- 
porphin-2-brommethyl-4,6,8-tripropionsiure dadurch ausgeflockt 
und sofort unter vélligem FeuchtigkeitsabschluB filtriert. Inzwischen 
wurde aus Malonester und 0,5 g Kaliumstaub Kaliummalonester 
hergestellt, der Ather véllig entfernt und durch 90 cem Aceton 
ersetzt. 
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Porphyrin und Kaliummalonester in Aceton werden 12 Stunden 
auf der Maschine geschiittelt. Vom ausgeschiedenen Reaktions- 
produkt wird abfiltriert, das Filtrat enthalt die 1,3,5,7- Tetramethyl- 
2-oxymethyl-porphin-4, 6, 8-tripropionsiure. 

Der Riickstand wird in 20°/,iger Salzsiure gelést und durch 
Abstumpfen zur essigsauren Reaktion das Porphyrin ausgefiallt, 
abfiltriert und im Exsiccator getrocknet. Mit methylalkoholischer 
Salzsiure wurde kalt verestert und iiber Chloroform aufgearbeitet. 
Nach 3maligem Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol 
zeigte der in rot-violetten Prismen krystallisierende Ester den 
Schmelzp. 172°. 

Zur Analyse wurde bei 60° im Vakuum konstant getrocknet. 

4,197 mg Subst.: 2,494 mg H,O, 10,103 mg CO,. —- 0,860 mg Subst.: 
1,222 mg AgJ. 

CyoHygOigN, (768,38) Ber. C 65,59 H 6,30 OCH, 20,19 

Gef. ,, 65,23  ,, 6,65 » 18,78. 

Spektrum in Chloroform: 

I. 626,7—619,4; II. Schatten etwa 597; III. 582,8 ... 570,3—565,2; 














623,4 567,7 
IV. 541,3—530,2; V. 511,8—492,7. 
536,2 502,8 


Reihenfolge der Iutensititen: V, IV, III, I, II. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 628,1—622,8; II. 528,6; Ill. 584,5 ... 571,0—567,0—569,2; 
625,4 
IV. 541,6 ... max. 584,6... 5266; V. 512,38... max. 501,7... 484,2; 
End-Abs. 4388. 
Reihenfolge der Intensititen: V, IV, II, I, I. 


Spektrum in 25°/,iger Salzsiéure: 

I. 599,1—590,5; II. Schatten 575,8; III. 560,3—542,8; End-Abs. 441,3. 
595,0 551,8 

Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, II. 











Deuteroporphyrin If. 10 g frisch bereitetes perbromhaltiges 
Pyrromethen e, 10 g fein gepulverte Bernsteinsiure und 20 g 
Citronensiure werden gut miteinander vermengt und 37 Minuten 
unter fortwihrendem Riihren bei 205° erhitzt. Lebhafte Brom- 
wasserstoffent wicklung. Die Schmelze wird mit acetathaltigem 
Wasser ausgekocht, gepulvert und aus der Hiilse mit 50 ccm 
Pyridin extrahiert, bis dieses farblos abliuft. Die Lésung wird 
in 300 ccm 20°/, ige Salzsiure gegossen und durch Abstumpfen 
bis zur essigsauren Reaktion das Porphyrin ausgeflockt. Nach 
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dem Stehen iiber Nacht wird abfiltriert und mit heiBem Wasser 


gewaschen. Rohausbeute: 276 mg = 7°/, d. Th. Salzsiurezahl des 
Deuteroporphyrins II ist 0,4. 

Zur Analyse wurde ein Teil des Porphyrins in 10°/, iger 
Salzsiiure gelist und in Ather getrieben. Mit 1°/, iger Salzsiinre 
wurde das Deuteroporphyrin dem Ather entzogen. Durch 2 maliges 
Hin- und Hertreiben zwischen Ather—Salzsiiure wurde das Por- 
phyrin gereinigt. Aus Ather erfolgte die Krystallisation in win- 
zigen rotbraunen Prismen, die bis 300° keinen Schmelzpunkt 
zeigten. Bei 55° wurde im Vakuum zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

4,573 mg Subst.: 2,451 mg H,O, 11,779 mg CO,. — 3,292 mg Subst.: 
0,301 cem N, (17°, 717 mm). 

CyoH3,0,N, (510,25) Ber. C 70,56 H 5,93 N 10,98 

Gef. ,, 70,25 ,, 5,99 ,, 10,15. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
1. 623,4—619,6; II. 596; III. 569,1—565,4; IV.531,1... 527,2—520,2; 
621,6 567,2 523,7 
V. 505,8—480,0; End-Abs. 432. 

492,2 

Reihenfolge der Intensitéten: V, IV, III, I, II. 














Spektrum in 25°%,iger Salzsiure: 
I. 597,2—584,5; II. Schatten 574; III. 562,6—536,0; End-Abs. 429. 
591,0 548,38 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, Il. 

Deuteroporphyrin II-dimethylester. [euteroporphyrin [1 wurde 
nach bekannter Methode mit methylalkoholischer Salzsiure ver- 
estert, aus Chloroform—Methylalkohol 3 mal umkrystallisiert und 
bei 55° zur Analyse getrocknet. Der Ester krystallisiert in stahl- 
blauen Prismen vom Schmelzp. 286°. 

4,210 mg Subst.: 2,325 mg H,O, 10,925 mg CO,. — 5,138 mg Subst.: 
0,474 cem N, (19°, 712 mm). — 4,665 mg Subst.: 4,025 mg AgJ. 
C,.H,,0,N, (538,28) Ber. C 71,34 H 6,36 N 10,40} OCH, 11,52 




















Gef. ,, 70,77 » 5,18 9» 10,11 9» 11,40. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 623,3—619,8; II. Schatten etwa 596; Ill. 568,9—565,3; 
621,7 567,0 
IV. 531,0...527,83—520,4;  V. 505,6—479,7; End-Abs. 432. 
523,8 492,0 


Reihenfolge der Intensititen: V, IV, III, I, II. 
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Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 
I. 597,5—584,8; II. Schatten etwa 574; IIL. 562,6-—536,1; End-Abs. 429. 
591,2 548,5 

Reihenfolge der Intensititen: III, I, II. 

Eisensalz des Deuteroporphyrin II-dimethylesters. Das Komplex- 
salz wurde mit Ferroacetat und gesiittigter Kuchsalzlésung aus dem Ester 
bereitet und aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert. 

Die dunkelblauen, tonnenartigen Krystalle zeigten den Schmelzpunkt 
von 296° und wurden bei 60° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

5,512 mg Subst.: 2,495 mg H,O, 12,300 mg CO,, 0,707 mg Fe,O,. — 
4,302 mg Subst. : 0,343 cem N, (19°, 715 mm). — 6,290 mg Subst.: 4,595 mg AgJ. 

C.H,,0,N,FeCl (627,56) 

Ber. C6118 H5,14 N892  Fe8,89 OCH, 9,73 

Gef. », 60,86 » 5,06 »» 38,76 » 897 » 9,65. 

Spektrum in Pyridin + 1 Tropfen Hydrazinhydrat: 

I. 553,5—538,6; ‘II. 527,5—501,2; End-Abs. 482. 

546,0 514,3 

Reihenfolge der Intensitiiten: I, II. 

Kupfersalz des Deuteroporphyrin II-dimethylesters. Nach er- 
wihnter Methode wurde das Komplexsalz des Esters mit Cupri- 
acetat hergestellt, aus Chloroform—Kisessig umkrystallisiert und 
bei 60° im Vakuum getrocknet. Die Krystallisation erfolgte in 
glinzend roten Prismen vom Schmelzp. 302—303°. 

4,170 mg Subst.: 0,530 mg CuO. — 5,095 mg Subst.: 3,855 mg AgJ. — 
2,992 mg Subst.: 0,345 cem N, (21°, 712 mm). 

C..H,.0,N,Cu (599,83) Ber. N 9,83 Cu 10,59 OCH, 10,34 
Gef.  ,, 8,90 » 10,16 » 9,99. 

Monobrom-deuteroporphyrin II-dimethylester (1). Schmelze und 
Aufarbeitung waren analog dem Deuteroporphyrin Il. Zum Unter- 
schied wurde die Temperatur auf 240° erhéht, die Zeitdauer der 
Schmelze dagegen auf 2 Minuten herabgesetzt. Durch Fraktio- 
nierung ging das entstandene Deuteroporphyrin II in 0,5°/,ige 
Salzsiure, das Monobromdeuteroporphyrin II aber erst in 5°/)ige 
Salzsiure. Die Atherléslichkeit des Porphyrins ist normal. Die 
Ausbeute an beiden Porphyrinen betrug je 0,6°/, d. Th. 

Wegen geringer Substanzmenge gelang die Reinigung des 
hergestellten Esters nur schlecht. Der Schmelzpunkt lag bei 
243—244°, Der Ester krystallisiert in rotbraunen Prismen, die 
bei 55° zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. 

2,809 mg Subst.: 1,416 mg H,O, 6,469 mg CO,. — 2,395 mg Subst.: 
0,675 mg AgBr. 

C,,H,,0,N,Br (617,18) Ber. C 62,25 H 5,38 Br 12,95 

Gef. ,, 62,81 ,, 5,64 ,, 12,0. 

















142 Hans Fischer und Erich v. Holt, 


Spektrum in Pyridin-Ather: 











I. 623,5—619,9; Il. 595,7; III. 580,2 ... 568,7—565,7; 
621,4 567,1 
IV. 539,3—531,6; V. 510... max. 498,9... 486,7; End-Abs. 434. 
535,1 


Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, I, II. 

Spektrum in 25°/, iger Salzsiure: 

I. 600,7—592,6; IL. Schatten 577,4; III. 560,0—546,0; End-Abs. 428, 
596,0 558,6 

Reihenfolge der Intensitiiten: III, I, II. 


Dibromdeuteroporphyrin Il-dimethylester (i). 50 mg Deutero- 








porphyrin I{-dimethylester wurden in 30 ccm LEisessig in der 


Hitze gelést und spiater mit 0,6 ccm einer 25°/ igen Brom— 
Hisessiglésung versetzt, der ausflockende rote Perbromkérper 
wird 3 Stunden stehen gelassen, abfiltriert und in 5 ccm Aceton 
gelést, nach 2 Stunden wird in Chloroform gegossen und dieses 
griindlich mit Wasser gewaschen. 

Der Dibromdeuteroporphyrin [/-dimethylester krystallisiert 
aus viel Chloroform und wenig Methylalkohol in langgestreckten 
roten Prismen vom Schmelzp. 303—304° Zur Analyse wurde 
bei 60° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

8,058 mg Subst.: 3,423 mg H,O, 16,226 mg CO,. — 4,892 mg Subst.: 
3,545 mg AgJ. 

C,,H,,.0,N,Br, (696,10) Ber. C 55,16 H 4,63 OCH, 8,91 

Gef. ,, 54,92 ,, 4,75 » set. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 627,6—623,1; II. 599; III. 572,0—568,6; IV. 541,0—528,0; 

625,3 570,3 534,0 
V. 513,4—491,1; | End-Abs. 485. 
500,2 
Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, I, IL, I. 














Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 








I. 608,3—600,4; II. Schatten 592; III. Schatten 582; 
604,0 
IV. 571,8—539,6;  _End-Abs. 535,7. 
555,1 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, II, III. 


Kupfersalz des Dibromdeuteroporphyrin II-dimethylesters (i. 
Durch Kochen einer Pyridinlésung des Esters mit gesittigter Kupferacetat- 
Eisessiglisung wurde Komplexsalzbildung erzielt. 





Synt 


filzte 
kons 


deu 
Salz 
das 
wur 


270 


Fer) 
aceti 
halte 
per i 
zeigt 
20 °/, 


IV. 


0,02 








Synth. d. 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2-methylmalons.-4,6,8-tripropions. 148 


Aus Chloroform-Eisessig gelangten leuchtend rote wimpernartig ver- 
filzte Nadeln vom Schmelzp. 309—310° zur Krystallisation. Bei 60° wurde 
konstant getrocknet. 

4,235 mg Subst.: 1,525 mg H,O, 7,890 mg CO,. 


C,.H,,0,N,Br,Cu (757,65) Ber. C5068  H 3,99 

Gef. ,, 50,81 » 4,08. 
Dibromdevteroporphyrin II (i). Ein geringer Teil Dibrom- 
deuteroporphyrin Il-dimethylester wurde durch Stehen in konz. 
Salzsiure verseift, durch Abstumpfen bis zur essigsauren Reaktion 
das Porphyrin ausgeflockt. Nach dem Waschen mit heiSem Wasser 
wurde getrocknet und aus Eisessig rote Prismen erhalten, die bis 

270° nicht schmolzen. Trockentemperatur 60°. 


3,410 mg Subst.: 1,915 mg AgBr. 


C,,H,,0,N,Br, (668,06) Ber. Br 23,93 
Gef. ,, 23,90. 


Umsetzung von Dibromdeuteroporphyrin II-dimethylester mit 
Ferroacetat. Er wurde in Pyridin gelést und mit einer Lésung von Ferro- 
acetat-Natriumbromid in Eisessig versetzt. '/, Stunde wurde im Sieden ge- 
halten. Nach 12 Stunden wurde ein rot-violetter in Prismen krystallisierter KGr- 
per isoliert, der nach der Umkrystallisation aus Pyridin den Schmelzp. 285—86° 
zeigte. In Ather zeigte sich folgendes Spektrum, das auch nach Auszug mit 
20°/,iger Salzsiiure und Zuriicktreiben in Ather unveriindert geblieben war: 


I. 624,5—619,0; II. Schatten 596,2; ‘III. 585,4.. . 569,8—564,6; 














621,8 567,0 
IV. 548,7—539,0; VV. 517,8—499,4;  End-Abs. 437. 
543,8 508,4 


Reihenfolge der Intensititen: IV, V, LI, I, Il. 
4,705, 4,370 mg Subst.: 2,010, 1,825 mg H,O 9,570, 8,920 mg CO,, 
0,020, 0,025 mg Fe,0,. 


C 55,48 H 4,78 Fe 0,29 
35,67 4,67 » 0,40. 


Synthese des Deuteroporphyrin II-dimethylesters (L. Niissler). 


4,5,3’-Trimethyl-pyrromethen-4’-propionsiure-hydro- 
bromid 1 g 2,3-Dimethyl-5-formylpyrrol und 1,35 g Opsopyrrol- 
carbonsiiure werden mit wenig Alkohol angeriihrt. Sodann gibt 
man 2 cem einer 48°/,igen Bromwasserstofisiure zu. Zuniichst 
tritt Lésung ein; nach kurzer Zeit jedoch scheiden sich in guter 
Ausbeute die Krystalle des Methenhydrobromids ab. Dasselbe laBt 
sich aus Hisessig gut umkrystallisieren. Es besitzt einen Schmelz- 
punkt von 202°. Ks reizt zum Niesen. 
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4,720 mg Subst. (bei 90° i. V. konst. getr.): 2,500 mg H,O, 9,285 mz 
CO,. — 3,300 mg Subst.: 0,240 cem N, (19°, 718 mm). 

C,;H,,N,0,Br Ber. C 53,09 H 5,65 N 8,26 

Gef. ,, 53,65 » 5,92 » 8,03. 

Gebromtes Methenhydrobromid. 1 g 4,5,3’-Trimethyl- 
pyrromethen-4’-propionsiure-hydrobromid wurde in Eisessigsuspen- 
sion mit einer Liésung von 2 Mol Brom in etwa 5 ccm Eisessig 
auf dem Wasserbad etwa 10 Minuten lang behandelt. Es entsteht 
ein Krystallbrei, der nach 2stiindigem Stehen abgesaugt, in Ather 
gewaschen und sofort weiterbenutzt wurde zur Synthese des 

Dimethylesters des Deuteroporphyrins Il. 10g ge- 
bromtes 4,5,3’-Trimethyl-pyrromethen-4’-propionsiure-hydrobromid 
werden mit 30 g Bernsteinsiure verrieben. Das Gemisch wird 
grammweise bei 180—190° im Olbad geschmolzen. Nachdem 
die Schmelze mit heiBem, acetathaltigem Wasser ausgewaschen 
worden ist, wird in der Hiilse zur Entfernung von Verunreinigungen 
mit Methylalkohol so lange extrahiert, bis derselbe farblos ablautft. 
Nun wird mit Chloroform das Deuteroporphyrin II extrahiert. 
Durch Einengen der Chloroformlésung unter Zusatz von Methy]l- 
alkohol wird das Porphyrin in krystallisierter Form _ isoliert. 
Die Veresterung wird in der iiblichen Weise mit methylalko- 
holischer Salzsiure durchgefiihrt. Zur Analyse wird der Ester 
aus Chlorotorm-Methylalkohol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 291°. 

4,710 mg Subst. (bei 75° i. V. konst. getr.): 2,735 mg H,O, 12,330 mg 


CO,. — 4,122 mg Subst.: 0,399 eem N, (18°, 715 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. C 71,34 H 6,37 N 10,41 
Gef. ,, 71,39 6,47 y 10,68. 
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Glutathion, Schwermetalle und Blutgerinnung. 
Von 


Joachim Ktihnau und Vitalis Morgenstern. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Breslau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1934.) 


hs 


Der Vorgang der Blutgerinnung ist in seinem Wesen auch 
heute noch ungeklirt; vor allem stellt die Grundfrage nach dem 
Wesen und der Wirkungsweise des gerinnungsauslésenden Faktors, 
des Thrombins, ein ungeléstes Problem dar. Die von A. Schmidt 
aufgestellte und in das Gerinnungsschema von Morawitz-Fuld- 
Spiro tibernommene Lehre von der Fermentnatur des Thrombins, 
die sich vor 25 Jahren allgemeiner Anerkennung erfreute, wurde 
in dem MaBe, wie die Erkenntnis von der Bedeutung der physi- 
kalischen Chemie fiir die Biologie zunahm, immer mehr zu- 
gunsten kolloidchemischer Auffassungen bekimpft, die jedes fer- 
mentative Geschehen bei der Gerinnung leugneten. Der experi- 
mentellen Kritik hat jedoch keine dieser Theorien standgehalten, 
und man ist heute wieder im allgemeinen auf die Fermenttheorie 
zuriickgekommen. Es ist das Verdienst Wdohlischs?), nach- 
gewiesen zu haben, da es stichhaltige Kinwinde gegen die Fer- 
mentlehre bisher nicht gibt, daB aber gewichtige Argumente fiir 
sie sprechen. 

Ist somit die Fermentnatur des Thrombins nahezu gesichert, 
so hat doch die Frage, zu welcher Gruppe von Fermenten es 
gehdért, bisher keine eindeutige Beantwortung gefunden. 


Es stehen sich hier zwei Ansichten gegeniiber, von denen die eine 
das Thrombin als eine Fibrinogendenaturase aufgefaB8t wissen will(W 6hlisch, 
Klinke), d. h. als ein Enzym, das die nach Wéhlisch schon spontan, 
wenn auch langsam ablaufende Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin 
spezifisch katalysiert. Experimentelle Belege fiir diese Annahme liegen 
bisher nicht vor. Auch die zweite, zuerst von Mellanby’*) ausgesprochene 





1) Woéhlisch, Ergebn. Physiol. 28, 443 u. zw. 578 (1929). 
2) J. of Physiol. 38, 28 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVII. 10 
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Hypothese, daB das Thrombin ein eiweibspaltendes Ferment sei, ist un. 
bewiesen, wird aber durch Beobachtungen iiber die Art der Veriinderungen 
des Fibrinogens bei der Gerinnung und die Ahnlichkeit der Wirkungs- 
weise des Thrombins mit der mancher Proteasen gestiitzt. Der Befund 
Mellanbys, daB die Masse des Fibrins geringer ist als die des Fibrinogens, 
aus dem es durch Thrombinwirkung gebildet wird, konnte neuerdings durch 
Hsti und Wu!) bestiitigt werden. Allerdings mu8 die alte Hammarsten- 
Schmiedebergsche Spaltungstheorie, die der Ausgangspunkt fiir Mel- 
lanbys Untersuchungen war, als widerlegt gelten und ersetzt werden 
durch die Annahme, daB ihnlich wie bei der Labgerinnung primir eine 
Art Desaggregierung erfolgt, an die sich dann ein hydrolytischer Abbau 
einzelner Aggregatbruchstiicke anschlieSt. Daf die Thrombinwirkung keine 
einfach denaturierende ist, sondern iiber die Gerinnung hinaus einen Zerfall 
des Fibrins in lésliche Produkte zur Folge hat, konnten Mills und Ling’) 
zeigen, wie tiberhaupt von verschiedenen Seiten (Nolf, Rosenmann, 
Hougardy) die Gerinnung nur als erste Phase eines fortschreitenden 
Fibrinzerfalls, der Fibrinolyse, und damit eines bis zur Aminosiurestufe 
fiihrenden fermentativen EiweiBabbaus gedeutet wird’). Auf die Ahnlichkeit 
des Thrombins mit dem Trypsin hinsichtlich der Kinaseaktivierung sowie 
der Mitwirkung des Calciums und physikalischer Faktoren (Glitte der 
GefiBwinde) bei seiner Entstehung hat Delezenne‘), auf die starke 
gerinnungsaktivierende Wirkung des krystallisierten Trypsins Northrop’) 
hingewiesen. Die Argumente, mit denen Waldschmidt-Leitz®) die 
Lehre vom proteolytischen Charakter des Thrombins zu beweisen versuchte, 
sind zwar von Strughold und Wéhlisch’) widerlegt worden, ohne dab 
von den Autoren Beweise gegen die Richtigkeit der Lehre als solche er- 


bracht worden wiiren. Selbst die Verifizierung der Theorie von Wéhlisch,’ 


wonach das Thrombin eine Denaturase ist, wiire kein solecher Gegenbeweis, 
da man nach dem heutigen Wissensstand jede reine Denaturation von 


Eiweibkérpern als hydrolytischen (Spaltungs)-Vorgang ansehen darf‘). Auf ° 


der Basis dieser Erkenntnis ist sogar eine Vereinigung der beiden Theorien 
vom Wesen des Thrombins denkbar. 

Ks scheint, daB bei dem hochkomplizierten Mechanismus 
des Gerinnungsvorganges zurzeit keine direkte Méglichkeit be- 
steht, zu entscheiden, ob das Thrombin ein proteolytisches Fer- 
ment ist oder nicht. Dagegen weisen die Erfahrungen der 





) Chin. J. of Physiol. 7, 117 (1933). 

*) Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 25, 849 (1928). 

5) Hougardy, Arch. internat. de physiol. 36, 92 (1938). 

4) Ann. de physiol. 2, 531 (1926). 

°) Ergebn. Enzymforsch. 2, 114 (1933). 

®) Waldschmidt-Leitz, Stadler, Steigerwaldt, Diese Z. 183, 
39 (1929). 

%) Diese Z. 223, 267 (1934). 

*) Vgl. Lepeschkin, Biochemic. J. 16, 678 (1922); Lloyd, Chemistry 
of Proteins, London 1926, S. 243; mere Rees, Biochemic. J. 20, 759 
(1926); Wu, Chin, J. of Physiol. 3, 1; 3, 75 (1929) ; 5, 321 (1931). 
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modernen Enzymchemie einen Weg, der mittelbar zur Lésung 
dieser Frage fihren kénnte. Man weib heute, daB die Wirkung 
der Fermente im Organismus von der Anwesenheit bestimmter 
Aktivatoren abhiingt, unter denen vielleicht der vielseitigste das 
Glutathion ist. Dieser Stoff, der in der Zelle ein reversibles 
Redoxsystem bildet, fungiert als ,Zwischenkatalysator“ im fer- 
mentativen Umsatz z. B. der Kohlehydrate und der KiweiBkérper. 
Von den am EiweiBabbau beteiligten Fermenten wird das Papain, 
Kathepsin, die Hefeproteinase, Arginase und Urease durch die 
SH-Stufe des Glutathions (GSH) aktiviert, die Amino- und Carb- 
oxypolypeptidase gehemmt. Der Mechanismus der Katalysator- 
(oder Antikatalysator)-Funktion des GSH ist kein einheitlicher 
und im einzelnen noch unklar; es iiberschneidet sich dabei die 
Fahigkeit des GSH, in der Zelle als Redoxsystem zu wirken, 
sie auf ein negatives Potentialbereich einzustellen, mit der 
anderen, Schwermetalle komplex zu binden, wobei wiederum zu 
unterscheiden ist zwischen einer Entgiftung durch Bindung 
schidigender Metallspuren und einer Wirkungssteigerung (bzw. 
-herabsetzung) durch Bildung besonders hochaktiver (bzw. inaktiver) 
GSH-Metallkomplexe. AuSerdem vermag das GSH mit manchen 
Fermentsubstraten labile Additionsprodukte zu bilden. Im Falle 
der zum EiweiBabbau in Beziehung stehenden Enzyme besteht 
der GSH-Effekt in der Bildung eines stark reduzierenden Milieus 
unter spezifischer Beteiligung von Schwermetallen; das Tripeptid 
wirkt hier nicht als solches, sondern nur in einer Kombination 
mit Schwermetallen, von deren Art und Umfang die feinere Ab- 
stufung des Aktivierungseffektes abhingt’). Dafiir spricht auch, 
da8 andre reduzierende Schwermetallkomplexbildner wie HCN 
und Ascorbinsiure die steuernde Rolle des Glutathions bei proteo- 
lytischen Vorgiingen zu iibernehmen vermégen. Wenn sich auch 
bei der Thrombinwirkung ein dhnlicher Einflu8 des Glutathions 
nachweisen lieB, so durfte dies als Stiitze der Theorie von der 
Proteasenatur des Thrombins gewertet werden. Die Gerinnungs- 
beeinflussung durch Glutathion ist der Gegenstand vorliegender 
Mitteilung; iiber analoge Versuche mit Ascorbinsiure (C-Vitamin) 
soll spiiter berichtet werden. 

Der Ausgangspunkt unsrer Untersuchungen war die Beob- 
achtung von Mueller und Sturgis’), daB Cystein schon in kleinen 





1) Lit. bei Bumm in Oppenheimers Handb. d. Biochemie, Erg.-Bd. 1B, 
898 (1933). 
*) Science 75, 140 (1932). 
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Mengen die Blutgerinnung verhindert. Da andere Aminosiuren 
(auch Cystin) und Polypeptide das nicht oder erst in viel héherer 
Konzentration tun, lag es nahe, die SH-Gruppe fiir den gerinnungs- 
hemmenden Effekt verantwortlich zu machen. Es wurde daher 
die Wirkung des Cysteins und andrer biologisch wichtiger Thiol- 
verbindungen auf die Gerinnung vergleichend untersucht (Vers. 1), 
wobei der Befund von Mueller und Sturgis bestitigt und dariiber 
hinaus festgestellt werden konnte, daS die im Blut vorkommenden 
Thiolkérper Glutathion und Ergothionein in noch stiirkerem Mabe 
als Cystein die Gerinnung hemmen; in der kleinsten molaren 
Konzentration ist das Glutathion wirksam. In erster Linie ist also 
die SH-Gruppe, daneben aber auch die Molekiillstruktur fiir den 
Antikoagulationseffekt mafgebend. Die geringste GSH-Konzen- 
tration, die noch eben die Gerinnung verzégerte, lag bei etwa 
3-10-2 m; unterhalb dieser Grenze war kein HinfluB auf die Ge- 
rinnungszeit wahrzunehmen. Die Gerinnung nahm in allen Blut- 
proben, in denen sie infolge Zusatzes von Thiolkérpern verzigert 
war, ihren Ausgang von der Oberfliiche des Blutes derart, da 
sich das Blut mit einem feinen hiutigen Koagulum bedeckte, 
unter dem es noch mehr oder minder lange fliissig blieb. Wurde 
solches Blut umgeschiittelt, so bildete sich die Oberflichenhaut 
immer wieder neu aus. Das deutet darauf hin, daB die gerinnungs- 
hemmende Wirkung der SH-Gruppe durch Luftoxydation zur 
Disulfidstufe aufgehoben wird. 

Der iibersichtlicheren Versuchsbedingungen halber gingen wir 
zu Untersuchungen im Plasma, und zwar an den einzelnen 
Komponenten des Gerinnungssystems, iiber. Der koagulations- 
hemmende Einflu8 des GSH lieB sich auch bei der durch Thrombin 
bewirkten Gerinnung von Oxalatplasma demonstrieren, ein Hinweis 
auf die spiter zu erérternde Tatsache, da’ das GSH am Thrombin 
selbst angreift. Weiter ergab sich aber dabei, daB niedrige GSH- 
Konzentrationen, die im Vollblut anscheinend wirkungslos sind 
(2,2-10-* bis 1,3-10-? m), unter geeigneten Bedingungen die 
Thrombingerinnung stark beschleunigten, und daB erst bei einem 
Tripeptidgehalt von etwa 2-10-2m an aufwiarts die aus dem 
Vollblut bekannte Gerinnungshemmung nachzuweisen war. Da die 
Diskrepanz im Gerinnungsverhalten von frischem Blut und Plasma 
méglicherweise in der Verschiedenheit der Wasserstoffzahlen beider 
Medien zu suchen war, wurde der KinfluB kleiner GSH-Mengen 
auf die kalkfreie Gerinnung von Plasmen untersucht, die durch 
Zusatz geeigneter Puffer auf verschiedene zwischen p,, 6,5 und 
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8,3 liegender Acidititsgrade eingestellt waren. Es zeigte sich, 
daB bei schwach alkalischer Reaktion das GSH in geringen Konzen- 
trationen die Thrombinwirkung beschleunigt und erst in héheren 
hemmt, wihrend es im sauren und neutralen p,,-Bereich in jeder 
Konzentration verzégernd wirkt (Vers. 3—6, Kurve 1). Der Acidi- 
titsgrad, bei dem der gerinnungsférdernde Einflu’ des GSH in einen 
gerinnungshemmenden iibergeht, liegt fiir mittlere und kleine 
GSH-Konzentrationen bei p,, 7,4; oberhalb 1-10~-? m GSH ver- 
schiebt sich der ,,.Umschlagspunkt“ etwas in alkalischer Richtung, 
was jedoch physiologisch bedeutungslos ist und was wir daher 
nicht naher untersuchten. DaB die Fihigkeit des GSH, je nach 
dem p,, des Milieus die Thrombinwirkung gegensitzlich zu be- 
einflussen, nicht durch einen Salzeffekt oder durch die EKigenart 
des benutzten Puffers vorgetiuscht wird, geht daraus hervor, dab 
mit Phosphatpuffern die gleichen Ergebnisse erhalten wurden wie 
mit den Veronal—Acetatpuffern von Michaelis’), deren Anwen- 
dung gleichzeitig die Konstanthaltung der ,,lonenstiirke“ ermég- 
lichte. Die Abhingigkeit der Glutathionwirkung vom p,, findet 
sich ganz ahnlich wie beim Thrombin (Aktivierung im alkalischen, 
Hemmung im sauren Milieu) auch bei der Arginase vor’), aller- 
dings mitbeeinflu8t von der Art der Pufferlésung und dem Rein- 
heitsgrad des Enzyms?*). Angesichts der vermuteten Beziehungen 
zwischen Thrombin und proteolytischen Fermenten ist es von Inter- 
esse, daB auch das Trypsin durch Cystein gehemmt wird 4). 

Die py-abhingige Wirkung kleiner GSH-Mengen auf die Thrombin- 
gerinnung la8t sich nur demonstrieren, wenn die Bedingungen zum Zustande- 
kommen der Gerinnung ohne GSH nicht optimal sind, d. h. wenn mit ver- 
diinntem Plasma und méglichst geringen Thrombinmengen gearbeitet wird. 
AuBerdem darf das Medium nicht schon selbst mehr als Spuren von GSH 
enthalten (Vollblut!). 

Der Gedanke liegt nahe, daB die p,,-Bedingtheit der Ge- 
rinnungswirkung des GSH von physiologischer Bedeutung sein 
kénnte. Die Wasserstoffzahl des kreisenden Blutes liegt eben 
noch in dem p,,-Gebiet, innerhalb dessen das GSH die Thrombin- 
wirkung hemmt; méglicherweise handelt es sich hierbei um einen 
Schutzmechanismus, der die intravasale Gerinnung verhiitet, da 





1) Biochem. Z. 234, 139 (1931). 

*) Edlbacher, Kraus, Walter, Diese Z. 206, 65 (1932). 

3) Waldschmidt-Leitz u. Mitarb., Diese Z. 214, 76 (1933); Edl- 
bacher, Kraus, Leuthardt, Diese Z. 217, 92 (1933); Klein, Ziese, 
Diese Z. 222, 194 (1933). 

*)Grassmann,Dyckerhoff,v.Schoenebeck, Diese Z. 186, 183 (1930). 
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das strémende Blut kleine Mengen fertigen Thrombins enthilt’), 
und man hitte dann im GSH ein echtes ,,Antithrombin“ zu er- 
blicken [im Gegensatz zum ,,Antiprothrombin“, dem Heparin”). 
Beim Austritt aus den GefiBen wird die Blutreaktion infolge der 
CO,-Abdunstung alkalisch und erreicht einen p,-Wert, bei dem 
das Blut-GSH die Gerinnung nicht mehr hemmt, sondern be- 
schleunigt. Diese Annahme einer physiologischen Steuerung der 
Gerinnbarkeit des Blutes durch das Blut-GSH gewinnt dadurch 
an Wabhrscheinlichkeit, daB das GSH schon in der Konzentration, 
in der es im Blut vorkommt, den beschriebenen gerinnungsmodifi- 
zierenden Effekt ausiibt; sie setzt aber das Vorkommen von 
Glutathion im Plasma voraus, und man nimmt heute allgemein 
an, da das Plasma glutathionfrei ist. Der Nachweis eines gluta- 
thiondehydrierenden Fermentes im Plasma durch Rosenthal und 
Voegtlin’) und unabhingig von diesem durch Gabbe‘) macht es 
jedoch wabrscheinlich, daB auch das Substrat dieses Fermentes 
im Plasma vorhanden ist, um so mehr als die Erythrocytenmembran 
fir GSH durchlissig ist®), und die leichte Oxydierbarkeit von zu 
Serum oder Plasma zugesetztem GSH wiirde eine Erklarung dafiir 
geben °), warum man es im Plasma bisher nicht gefunden hat. Die 
Glutathiondehydrase bewirkt, dab etwaiges Plasmaglutathion prak- 
tisch ausschlieBlich in der Disulfidform zur Analyse kommt, wihrend 
die iiblichen Bestimmungsmethoden nur die SH-Form des Tri- 
peptids erfassen. In der Tat gelang es dem einen von uns, woriiber 
an andrer Stelle berichtet wird, das Vorkommen von G,S, im 
Plasma nachzuweisen"), Dieser Nachweis ist auch deshalb be- 
deutsam, weil sich zeigen lieB, daB das G,S, anders als die SH- 
Form im sauren und neutralen Bereich die Thrombinwirkung nicht 
wesentlich beeinfluBt, im alkalischen dagegen mindestens ebenso 


1) Birk, Diss., Dorpat 1880; Kuhn, Biochem. Z. 155, 477 (1925). 

*) Dafiir spricht, daB man besonders wirksame Antithrombine aus Leber 
und Hefe gewinnen kann, also aus Materialien, die viel GSH enthalten 
(Doyon; Pickering und Hewitt). 

3) Publ. Health Rep. 46, 521 u. zw. 525 (1981). 

4) Verh. physik.-med. Ges. Wiirzburg 57, 67 (1932); Verh. Dt. Ges. inn. 
Med. 45, 134 (1983). 

5) Litarczek, Dinischiotu, C. r. Soc. Biol. 114, 285 (1933). 

6) Gabbea.a.O.; Litarezek u. Mitarb., C. r. Soc. Biol. 108, 348 (1931). 

?) Der G,S,-Gehalt des Plasmas ist aber nicht hoch genug, um in 
unseren mit verdiinntem Plasma ausgefiihrten Gerinnungsversuchen als 
Fehlerquelle in Erscheinung zu treten. Die in unseren Ansiitzen von vorn- 
herein vorhandene G,S,-Konzentration (etwa 10~* m) hat keinen Einflu8 auf 
die Gerinnung. 
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stark, meist stirker aktiviert als GSH, wobei zu erwihnen ist, 
daB auch Katalase (Stern) und Diastase (Pringsheim) durch 
G,S, aktiviert werden. Danach wire aufer dem GSH auch das 
G,S, als beschleunigender Faktor bei der extravasalen Blut- 
gerinnung beteiligt’). 

Kin miBig langer (2—16 Minuten dauernder) Kontakt von 
GSH und Thrombin fiihrt zu einer fortschreitenden Aktivitits- 
abnahme des Thrombins, selbst dann, wenn bei gleichzeitigem 
Zusammenbringen von Plasma, GSH und Thrombin unter sonst 
gleichen Bedingungen die Gerinnung gegeniiber der Kontrolle 
ohne GSH beschleunigt ist (Vers. 7). Die Geschwindigkeit der 
Inaktivierung steigt mit zunehmender Aciditit stark an. G,S, 
schidigt unter denselben Versuchsbedingungen das ‘Thrombin viel 
weniger als GSH. Es liegen also bei der Steuerung der ‘Thrombin- 
wirkung durch GSH andere Verhiltnisse vor als bei der HCN- 
(oder GSH-) Aktivierung des Papains, die einer liingeren Inkubation 
bedarf?). 

Auf Fibrinogen wirkt das GSH nicht ein (Vers. 8), auf Thrombo- 
kinase nur im Sinne einer kaum erkennbaren Hemmung (Vers, 9). 
Dagegen wird die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin 
durch GSH beschleunigt (Vers. 10). Der Anstieg der Gerinnungs- 
zeiten in der 2. Versuchshilfte beruht auf der oben erwihnten 
Inaktivierung, die das inzwischen aus Proferment entstandene 
Thrombin durch den Kontakt mit GSH erleidet. Der Angriffs- 
punkt der Gerinnungswirkung des GSH ist demnach in erster 
Linie das fertige Thrombin, daneben noch seine Vorstufe insofern, 
als ihre Umwandlung in Thrombin durch GSH beschleunigt wird. 


Das Glutathion verzégert also die Thrombinwirkung bei p,, < 7,4 
und beschleunigt sie bei p, >7,4, wobei der verzégernde Effekt 
hauptsiichlich von der SH-Stufe, der beschleunigende von beiden 
Oxydationsstufen ausgeht. Das Glutathion verlagert also scheinbar 
das p,-Optimum der Gerinnung ins alkalische Gebiet. DaB es 
sich aber dabei nicht um eine einfache Verschiebung der Aktivitiits- 
p,-urve eines Ferments handelt, wird im folgenden gezeigt 
werden. 





') Es ist méglich, da8 die gerinnungsférdernde Wirkung des GSH bei 
Py >>1,4 iiberhaupt nur darauf beruht, da8 das GSH durch seine Dehydrase 
zu G,S, oxydiert wird und dieses der eigentliche Triger des Aktivierungs- 
effektes ist. Eine Klirung dieser Frage ist bisher nicht méglich gewesen. 
*) Willstitter u. Grassmann, Diese Z. 138, 184 (1924). 
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Il. 


Mechanismus der Aktivierung bzw. Hemmung des Thrombins 
durch Glutathion. — 1. Rolle der SH-Gruppe. Der Nachweis 
einer spezifischen BeeinfluBbarkeit der Thrombinwirkung durch 
GSH gibt AnlaB zu der Frage, ob die Blutgerinnung Ahnlich wie 
die Papain- oder Kathepsinproteolyse einen oxydoreduktiven Vor- 
gang darstellt oder wenigstens mit einem solchen gekoppelt ist. 
Fir die Berechtigung dieser Frage sprechen auch Beobachtungen 
wie die, daB mit Methylenblau’) oder Himatoporphyrin?) ver- 
setztes und belichtetes Plasma nur in Abwesenheit von O, gerinnt. 
Die Untersuchung der Wirkungsweise des GSH konnte einen Bei- 
trag zur Klirung des Sachverhaltes liefern. Beim Papain*) be- 
ruht die aktivierende Wirkung des GSH darauf, daB es das fiir 
gewohnlich in der inaktiven Disulfidstufe vorliegende Ferment 
zur aktiven SH-Form dehydriert. Beim Thrombin kann dies schon 
deshalb nicht der Fall sein, weil der aktivierende Effekt auch 
vom G,S, ausgeht. In Lésungen von hochwirksamem Mellanby- 
Thrombin, die eine schwache aber deutliche Nitroprussidreaktion 
geben, laBt sich eine Verstiirkung dieser Reaktion durch KON 
nicht herbeifiihren; fertiges Thrombin ist also kein Disulfidkérper, 
und die GSH-Aktivierung kann nicht in einer Reduktion zur 
SH-Stufe bestehen. Auch laBt sich zeigen, daB Substanzen, die 
mit SH-Gruppen chemisch reagieren und ihre Wirkung dadurch 
ausschalten, weder die Thrombinwirkung iiberhaupt aufheben noch 
in Abwesenheit von GSH einen diesem entgegengesetzten Effekt 
ausiiben (Kontrollreihen der Vers. 11—13). Das erste miiBte der 
Fall sein, wenn SH-Gruppen Trager der Thrombinwirkung selbst 
waren, das zweite, wenn SH-Gruppen in den Begleitstoffen die 
Thrombinwirkung in der Art des GSH steuerten. Die Leistung 
des Thrombins ist also nicht durch die Anwesenheit von SH-Gruppen 
im Molekiil des Ferments oder seiner T'rigersubstanz bedingt. — 
Die Stoffe, die zur Bindung der SH-Gruppen benutzt wurden, 
waren selenige Siure (I), Monojodessigsiure (II) und Arsanil- 
siure (III) in Form der Na-Salze. Sie reagieren mit GSH nach 
folgenden Gleichungen: 





1) Baumberger, Bigotti u. Bardwell, Amer. J. Physiol. 90, 


277 (1929). 
*) Boyd, J. of biol. Chem. 103, 249 (1933). 
8) Bersin, Diese Z. 220, 209 (1933); 222, 177 (1933); Maschmann 


u. Helmert, Diese Z. 219, 99 (1933). 
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I: 4GSH + H,Se0, = (GS),Se + G,8, + 3H,0% 
II: GSH + CH,J-COOH = GS-CH,-COOH + HJ?®) 

III: 4GSH + R-AsO,H, = R-As(SG), + G,S, + 3H,O (R = C,H,NH,)’). 
Diese SH-Reagentien sind unterhalb einer Konzentration von 
1-103 m ohne wesentlichen Kinflu8 auf die Gerinnung, abgesehen 
von einer schwachen Beschleunigung bei p,, 7,6; oberhalb der 
genannten Konzentration wirken sie alle unspezifisch hemmend %). 
Wird jedoch zu Gerinnungsansiitzen, die einen dieser Stoffe ent- 
halten, bei definiertem p,, GSH zugesetzt, so bleibt die sonst 
zu beobachtende Gerinnungswirkung des Tripeptids mehr oder 
minder vollstiindig aus (Vers. 11—13), und zwar um so vollstiindiger, 
je mehr sich das Mengenverhiiltnis von GSH zu dem SH-bindenden 
Stoff dem idealen der oben formulierten Reaktionen nihert. Das 
Zustandekommen der Reaktionen erkennt man duBerlich am Auf- 
treten einer Gelbfairbung in den Versuchen mit Selenit und an 
der Entwicklung eines knoblauchihnlichen Geruchs in denen mit 
Atoxyl. Bei geeignetem Mengenverhiltnis schalten sich GSH und 
thiolbindender Stoff gegenseitig in ihrer Gerinnungswirkung aus; so 
hemmt bei p,, 7 m/150-GSH die Thrombinwirkung stark, m/150-Jod- 
essigsiure ebenso, m/150-GSH + m/150-Jodessigsiure iiberhaupt 
nicht®), Wird dagegen GSH durch G,S, ersetzt, so addieren 
sich lediglich die Effekte der beiden Zusitze, wie zu erwarten 
ist, da G,S, mit den SH-bindenden Substanzen nicht reagiert. 
Nur im alkalischen Bereich und bei hohen Konzentrationen der 
SH-bindenden Stoffe ist dies nicht so klar erkennbar, da G,S, 
auch in Gegenwart von gerinnungshemmenden Mengen SH- bindender 
Stoffe das Thrombin aktiviert; in diesem Falle deckt sich also 

die Wirkung des G,S, mit der des GSH. 
Aus dieser Gruppe von Versuchen geht hervor, dai die Beein- 
flussung des Thrombins durch GSH nicht auf einem Reduktions- 
vorgang beruht, wohl aber von der Intaktheit der SH-Gruppe 





1) Bersin u. Logemann, Liebigs Ann. 505, 1 (1933). 

*) Rapkine, C. r. Soc. Biol. 112, 790 (1933); Dickens, Nature 13], 
130 (1933). 

3) Cohen, King u. Strangeways, J. chem. Soc. 1931, 3043. 

4) Die Hemmungswirkung der Jodessigsiiure auf die Gerinnung hat 
nach Stuber u. Lang, Pfliigers Arch. 230, 465 (1932) physikalisch-chemische 
Ursachen. 

5) Im alkalischen Milieu komplizieren sich allerdings bei Verwendung 
von Selenit und Atoxyl die Verhiltnisse dadurch, daB die Hilfte des an- 
gewandten GSH als G,S, im Ansatz wiedererscheint. Daraus erklirt sich 
vielleicht, daB sich bei py 7,6 der gerinnungsfordernde EinfluB des GSH 
durch Selenit und Atoxyl nie véllig unterdriicken liBt. 
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abhingt; die anderen Atomgruppen des GSH sind an sich 
gerinnungsindifferent. Die Méglichkeit, da® die Gerinnungsakti- 
vierung im alkalischen Milieu nur vom G,S, ausgeht, wird durch 
diese Befunde nicht ausgeschlossen, da durch die Festlegung der 
SH-Gruppe auch deren Oxydation zu SS verhindert wird. 

2. Mitwirkung von Schwermetallen. Da der gerinnungs- 
steuernde Effekt des Glutathions an die SH- (bzw. SS-) Gruppe 
gebunden ist, aber nicht direkt auf einer oxydoreduktiven Leistung 
des Tripeptids beruht, andrerseits eine Reaktion des GSH mit 
dem Substrat nicht in Frage kommt, blieb nur iibrig an- 
zunehmen, dai die Gerinnungswirksamkeit des GSH mit seiner 
Fahigkeit zur Komplexbildung mit Schwermetallen zusammenhingt. 
Wir untersuchten diese Méglichkeit und priiften insbesondere, ob 
es sich um eine Ausschaltung vergiftender (bzw. im sauren Bereich 
katalytisch beschleunigender) Metallspuren oder um eine Bildung 
besonders aktiver Metall-GSH-Komplexe handelt. Die zweite 
Alternative hat durch die Arbeit von Michaelis und Stern’), 
die die Verschiedenheit der Wirkung eines bestimmten Schwer- 
metalls auf Fermente je nach der Bindungsform des Metalls 
dartun, erhéhte Bedeutung gewonnen. Besonders wichtig war es, 
die Rolle der beiden plasmaeigenen Schwermetalle Eisen und 
Kupfer im Gerinnungsvorgang kennenzulernen. 


Die Literaturangaben iiber die Beeinflussung der Gerinnung durch 
Schwermetalle lassen sich nicht unter einem einheitlichen Gesichtspunkt 
deuten. Bordet*) fand, daB Ferrosalze hemmend wirken, und nahm als 
Ursache eine Reaktion des Fe” mit Prothrombin an. Nach Fischer und 
Schmitz*) bewirken Metallionen eine Gerinnungsbeschleunigung, indem 
sie mit dem Antiprothrombin (Heparin) Komplexe bilden und es dadurch 
ausschalten. Nur Cu und Cd hemmen oberhalb einer Konzentration von 
m/1000 die Gerinnung. Auch Hiusler‘) fand, daB Cu die Gerinnung 
hemmt, oberhalb einer Konzentration von m/250 sogar ganz aufhebt. 
Hiusler nimmt an, daB das Kupfer das zur Gerinnung erforderliche 
adialysable Ca durch Uberfiihrung in eine dialysable Form beseitigt. In 
Anbetracht des vermuteten Zusammenhanges von Gerinnung und Fibrino- 
lyse ist bemerkenswert, daB Cu fibrinolytische Fermente aktiviert*). 


Wir untersuchten zunichst vergleichend den EinfluB kleiner 
Konzentrationen von Cu” und Fe” auf die Thrombingerinnung im 
kalkfreien Plasma in Abwesenheit und Gegenwart von GSH und G,§S,. 

Kupfer allein (Vers. 14, Kontrollreihen) war in einem Konzen- 
trationsbereich von 2,2-1074 bis 2,2-10-%m im ganzen unter- 

1) Biochem. Z. 240, 192 (1931). *) C. r. Soc. Biol. 96, 1061 (1927). 


3) Biochem. Z. 269, 61 (1933). *) Klin. Wschr. 13, 380 (1934). 
5) Demuth, Klin. Wschr. 6, 2099 (1927). 
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suchten p,,-Bereich ohne Wirkung auf die Gerinnung. In Gegen- 
wart von GSH (6,5-10—3, Vers. 14, A) ist es bei alkalischer Reaktion 
ebenfalls wirkungslos, verzégert aber bei p,, 7,3, wo GSH allein 
keinen HinfluB auf die Gerinnung hat, diese in Gegenwart von 
GSH deutlich und verstirkt bei p,, 6,9 den gerinnungshemmenden 
Effekt des GSH so enorm, daB bereits bei einer Konzentration 
von 2,2-107% m CuSO, (Cu: GSH = 1:3) das Plasma nicht mehr 
gerinnt. Die Intensivierung der gerinnungshemmenden Wirkung 
des GSH durch Cu ist bei p,, 6,9 bereits bei einer Cu-Konzen- 
tration von 2,2-10-4m sehr ausgeprigt. Auch in Gegenwart 
von G,S, verzégert Cu die Gerinnung (und zwar auch in zu- 
nehmendem Ma8e mit steigender Aciditit), jedoch in viel geringerem 
Umfang als mit GSH (Vers. 14,B). Da nach diesen Beobachtungen 
die gerinnungshemmende Cu-Wirkung auch im kalkfreien Plasma 
deutlich ist, kann die Annahme von Hiusler, daf sie am Calcium 
angreift, nicht zutreffen. 

Ganz anders beeinfluBt Eisen-(2) die Thrombingerinnung. 
Schon fiir sich allein verzégert es die Gerinnung, und zwar mit 
steigender Alkalinitit in zunehmendem MaBe (geringste hemmende 
Konzentration bei p,, 7,0:6,7-10~* m, bei p,, 7,3 und 7,6:2,2-107~4 m, 
Vers. 15). Durch Zusatz von GSH wird der Hemmungseffekt des 
Fe", entgegengesetzt den Verhiltnissen beim Cu’, nicht nur 
villig aufgehoben, sondern sogar, wenigstens bei den niedrigen 
Fe-Konzentrationen, in einen Aktivierungseffekt umgewandelt, der 
in jedem untersuchten p,-Bereich erkennbar ist. Die Gerinnungs- 
zeit wird also nicht nur dann, wenn GSH fiir sich allein schon 
gerinnungshemmend wirkt, durch Fe noch weiter verkiirzt, sondern 
es wird auch die von GSH bei p,, 7,0 hervorgerufene Gerinnungs- 
hemmung durch Fe” in eine Gerinnungsbeschleunigung verwandelt. 
Die beschriebene Wirkung des Fe auf die Gerinnung in Ab- und 
Anwesenheit von GSH wird in gleicher Ausprigung auch in 
Gegenwart von NaF (1,3-10~? m) beobachtet, was beweist, ‘dab 
Fe” und nicht durch Oxydation aus diesem entstandenes Fe™ 
die Ursache der Gerinnungsverzégerung ist; Fluoride schalten 
Fe™ durch Bildung des sehr festen (FeF,)”-Komplexes aus. Es 
kann sich danach bei der Eisenwirkung auch nicht um einen 
oxydationskatalytischen Effekt eines Ferro-GSH-Komplexes handeln, 
bei der intermediar eine Ferri-GSH-Verbindung entstehen miifite }), 





1) Da die Versuche mit und ohne NaF anniihernd die gleichen Ge- 
rinnungszeiten ergaben, verzichten wir auf die Wiedergabe der Protokolle 
der Fluoridversuche. 
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Die beschriebene Fe’-Wirkung ist nur deutlich, solange das 
Verhiltnis Fe: GSH nicht gréBer als 1:6 ist. Ubersteigt es diesen 
Wert, so hemmt Fe” auch in Anwesenheit von GSH, wenn auch 
nur schwach. Da Fe die Koordinationszahl 6 hat, ware es denk- 
bar, daB die Umkehr der Eisenwirkung in Anwesenheit von GSH 
auf der Bildung eines Komplexes beruht, der auf 1 Atom Fe 
6 Molekiile GSH enthalt"), obwohl solche Komplexe noch nicht 
sicher bekannt sind. 

Auch G,S, vermag die Hemmung der Thrombinwirkung durch 
Fe” zu beseitigen, wenn auch nicht so vollstiindig wie GSH 
(Vers. 15, B). Bei p,, 7,3 aktiviert GS, + Fe, ebenso wie GSH + Fe, 
stirker als G,S, allein; wahrscheinlich ist dies auch bei p,, 7,6 
der Fall, doch verkiirzt bei dieser Reaktion G,S, schon fiir sich 
die Gerinnungszeit so stark, daB eine eventuelle Aktivierung nur 
unter besonders giinstigen Bedingungen erkennbar wire. Die In- 
aktivierung des Fe durch G,S, und die Farbdifferenz der Fe- 
haltigen Ansitze mit und ohne G,S, machen es wahrscheinlich, 
daB auch G,S, einen gerinnungsaktiven Fe-Komplex bildet?). 

Diese Versuche zeigen, daf bei p,, 7 Cu” (in an sich ge- 
rinnungsunwirksamen Mengen) und GSH zu einer funktionellen 
Einheit, wahrscheinlich einer Komplexverbindung, zusammentreten, 
die die Gerinnung um ein Vielfaches stirker hemmt als GSH 
allein, und daf andrerseits Fe’ mit GSH einen Komplex bildet, 
der die Gerinnungszeit stiirker verkiirzt als GSH fiir sich, und 
dessen Aktivitat, sofern sie an dem Quotienten der Gerinnungszeiten 
mit Fe allein und mit Fe + GSH gemessen wird, bei alkalischer 
Reaktion (p,, 7,6) am deutlichsten hervortritt. Ahnliche Wirkungen 
scheint ein Fe—G,S,-Komplex zu haben. Diese Beobachtungen 
_legen den Schlu8 nahe, daB die Metalle Cu und Fe an der wohl 
auch physiologisch bedeutsamen gerinnungssteuernden Funktion 
des Glutathions beteiligt sind, um so mehr als sie die beschriebenen 
Gerinnungseffekte schon in Konzentrationen ausiiben, welche der, 
in der sie im Blut vorliegen, sehr nahe kommen. Der von uns 
beobachtete Antagonismus von Fe und Cu ist ebenso wie die 
Tatsache, daB die beiden Metalle je nach ihrer Bindungsform 
verschieden gerinnungswirksam sind, in Parallele zu setzen zu den 





1) Cannan, Richardson, Biochemic. J. 23, 1242 (1929). 

2) Die gegeniiber den Kontrollen (Fe allein) geringere Firbung der 
Ansiitze mit Fe + G,S, kann nicht, wie es bei den Versuchen mit Fe + GSH 
der Fall ist, durch eine Reduktion des Fe zu Fe” bedingt sein, da G,S, 
Ferrieisen nicht reduziert. 
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ganz analogen Befunden von Stern’), sowie Michaelis und Stern’) 
in Versuchen mit proteolytischen Fermenten; wieder ein Hinweis 
auf Beziehungen zwischen Proteolyse und Blutgerinnung. 

Die Beweiskraft unserer Versuche war nun aber insofern eine 
beschrinkte, als die Gerinnungsansiitze Plasma und damit schon 
an sich Spuren von Fe und Cu enthielten, mit ihnen also vdllig 
einwandfreie Kontrollen nicht angestellt werden konnten. Wir 
schlugen daher noch einen anderen Weg ein, um die Mitwirkung 
der Metalle bei der Gerinnungssteuerung durch GSH zu erweisen, 
indem wir den Einflu8 des GSH vergleichend in An- und Ab- 
wesenheit von Stoffen untersuchten, die Fe und Cu innerkomplex 
binden und damit unfihig machen, mit dem GSH zu reagieren. 
Ks wurden dabei solche Komplexbildner gewahlt, die nur (oder 
vorwiegend) mit je einem der beiden Metalle reagieren, in der 
Annahme, da8 so eine Differenzierung der Wirkungen von Fe und 
Cu méglich sein miiBte, und zwar fiir Eisen-(2)a@,«’-Dipyridyl 
und o-Phenanthrolin, fiir Kupfer Diithyldithiocarbaminsiure und 
Salicylaldoxim. In Vorversuchen wurde festgestellt, daB diese Sub- 
stanzen mit GSH unter den Bedingungen des Gerinnungsversuchs 
nicht reagieren. Dipyridyl allein (Vers. 16, erste Horizontalreihe) 
beeinfluBt die Gerinnung des kalkfreien Plasmas bei p,, 7,1 nicht, 
beschleunigt sie aber schon bei p,, 7,5 deutlich und bei p, 7,7 
sehr stark, wenn mit hinreichend kleinen Thrombinmengen ge- 
arbeitet wird. o-Phenanthrolin hat, abgesehen von einer leicht 
hemmenden Wirkung bei p,, 7,1, den gleichen Effekt. Die mit 
steigendem p,, zunehmende Verkiirzung der Gerinnungszeit durch 
diese Fe-Komplexbildner ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf 
die Beseitigung hemmender Fe-Spuren zuriickzufiihren, womit gut 
iibereinstimmt, daB die gerinnungsverzigernde Wirkung des Kisens 
mit steigender Alkalinitit wichst (Vers. 15). Weiter wurde der 
KinfluB steigender GSH-Mengen in Abwesenheit und Gegenwart 
von Dipyridyl untersucht. Wihrend bei p,, 7,1 die gerinnungs- 
hemmende Leistung des GSH durch Dipyridyl nicht modifiziert 
wird, von Fe” also unabhingig ist, beseitigt bei p,, 7,5, also in 
einem Reaktionsbereich, in dem GSH die Thrombinwirkung schon 
leicht aktiviert, das Dipyridyl diesen Aktivierungseffekt und ver- 
wandelt ihn in einen hemmenden; es scheint danach bei dieser 





1) Biochem. Z. 234, 116 (1931). Uber die verschiedene Wirkungsweise 
von Fe und Cu bei der Oxydation des GSH vgl. Schéberl, Diese Z. 201, 
167 (1931) u. zw. S. 170. 

*) Biochem. Z. 240, 192 (1931). 
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Reaktion die Gerinnungswirkung des GSH aus einer gerinnungs- 
férdernden, durch Fe katalysierten, und einer gerinnungshemmenden, 
nicht durch Fe beeinfluBten Komponente zu bestehen, welche sich 
gegenseitig ganz oder teilweise kompensieren und von denen die 
zweite nach Ausschaltung der ersten allein in Erscheinung tritt. 
Dieser Deutung, welche eine Mitwirkung des Fe bei der 
Thrombinaktivierung durch GSH annimmt, entspricht es 
auch, daB bei p,, 7,7 GSH in Gegenwart von Dipyridyl ohne jeden 
KinfluB auf die Gerinnung ist, GSH allein aber diese stark be- 
schleunigt (Vers. 16). o-Phenanthrolin modifiziert die GSH-Wirkung 
in gleichem Sinne wie Dipyridyl, abgesehen davon, da8 GSH in 
seiner Gegenwart auch noch bei p,, 7,7 die Gerinnung hemmt, 
der Gegensatz im Verhalten von Fe-freiem und Fe-haltigem An- 
satz also noch ausgesprochener ist (Vers. 17). — Unsere Beob- 


achtungen iiber den KinfluB des Kisens mit und ohne GSH auf 


das Thrombin sind, vor allem was die p,-Abhangigkeit anlangt, 


-—~sehr ahnlich denen, die Purr und Weil?) an der Arginase ge- 


macht haben. 


Die Deutung, die wir diesen Befunden geben und die auf der An- 
nahme einer Ausschaltung von Fe’-Spuren beruht, scheint im Widerspruch 
zu der Unbestindigkeit von Ferroeisen im Plasma zu stehen; nach Starken- 
stein diirfte Plasma, das an der Luft gestanden hat, frei von Fe” sein. 
Nun bindet aber Dipyridyl und Phenanthrolin nicht nur Ferroionen, sondern 
auch nicht allzu fest (z. B. als Acetat, Oxalat) komplex gebundenes Ferro- 
eisen, und gerade in dieser gegen oxydierende Einfliisse relativ bestindigen 
Form kommt das Ferroeisen im Plasma vor). 


Zusatz von Stoffen, die Cu” komplex binden [Na-Diiithyl- 
dithiocarbamat’) und Salicylaldoxim, Vers. 18 und 19] zu verdiinntem 
Plasma modifiziert die kalkfreie Thrombingerinnung nicht nennens- 
wert, was der friiher gemachten Feststellung entspricht, daB kleine 
Cu-Mengen an sich auf die Gerinnungszeit im Thrombinversuch 
keinen EKinfluB haben. Dies indert sich jedoch, wenn GSH an- 
wesend ist. Die gerinnungshemmende Wirkung des Tripeptids im 
neutralen p,,-Bereich wird durch die Anwesenheit von Diithyl- 
dithiocarbamat oder Salicylaldoxim bei p,, 7,3 vollig, bei p,, 7,0 





1) Biochemic. J. 28, 740 (1934). 

*) Vgi. Starkenstein u. Mitarb., Arch. f. exper. Path. 184, 274, 288 
(1928); 172, 93 (1988). 

8) Didthyldithiocarbamat kann zwar auch mit Fe” Komplexsalze bilden, 
jedoch ist seine Affinitét zum Fe viel geringer als die des Dipyridyls und 
reicht offenbar nicht aus, um das Fe aus der ,,lockeren“ Komplexbindung, 
in der es im Plasma verankert ist, herauszuholen. 
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fast vollig unterdriickt, wihrend die Gerinnungsaktivierung durch 
GSH bei p,, 7,6 von diesen Stoffen nicht beeinfluBt, eher sogar 
verstirkt wird. Der Effekt der Stoffe, die Cu komplex binden, ist 
also genau entgegengesetzt dem der Fe-Komplexbildner. In An- 
betracht der Tatsache, daB chemisch so verschiedene Stoffe wie 
Diithyldithiocarbamat und Salicylaldoxim, die nur die Fahigkeit, 
mit kleinsten Mengen Cu zu reagieren, gemeinsam haben, die 
Gerinnungswirkung des GSH gleichsinnig beeinflussen, sprechen 
diese Versuche sehr dafiir, daB die Hemmung der Thrombin- 
wirkung durch GSH bei p,, 7,4 auf einer Kupfer-Antikatalyse 
beruht. 

HCN und Thrombin. Im Zusammenhang mit der Feststellung 
von der katalytischen Beeinflussung der Thrombinwirkung durch 
Schwermetalle interessierte die Frage, ob und inwieweit HCN die 
Aktivitit des Thrombins modifiziert. Zur Aufklirung der Wirkungs- 
weise des GSH kénnen Versuche mit HCN nicht herangezogen 
werden, da HCN, abgesehen von seiner Affinitiit zu Schwermetallen, 
die physiologisch wichtige Oxydation des GSH zu G,S, verhindert 
und bei langerem Kontakt mit dem Tripeptid chemisch reagiert. 
Doch ist im Hinblick auf die HCN-Aktivierung von Papain, 
Kathepsin und Hefeproteinase bedeutsam, daf auch die Thrombin- 
wirkung durch HCN bei p,, 7,7 verstiirkt wird (Vers. 20). Der 
Gerinnungsefiekt der Blausiure ist p,-abhingig und gleicht dem 
des GSH: Beschleunigung bei p, 7,6, kein EinfluB bei p,, 7,3, 
Hemmung bei p,, 6,9. Die Gleichartigkeit der Wirkungsweisen von 
GSH und HCN im Gerinnungsversuch erinnert daran, daB auch 
bei Arginase, Papain und den Kathepsinen die Blausiéure in ihrer 
Rolle als Aktivator durch GSH vertretbar ist. Sie spricht wiederum 
fiir die Richtigkeit unserer Annahme, daB die Aktivitit des Throm- 
bins ebenso wie die der Papainasen von der Anwesenheit spezi- 
fisch gebundener Schwermetalle abhingig ist. Die Wirkung des 
GSH ist offenbar, da sie durch HCN nachgeahmt werden kann, 
keine spezifische, sondern beruht wohl auf der Einstellung einer 
bestimmten Reduktionsintensitit unter Mitwirkung von Schwer- 
metallen. Bemerkenswert ist die Unempfindlichkeit des Thrombins 
gegeniiber hohen HCN-Konzentrationen (10~? m). 

Aus unseren Untersuchungen ergibt sich, daB sich das 
Thrombin hinsichtlich seiner BeeinfluBbarkeit durch GSH oder 
Schwermetalle weitgehend gewissen hydrolysierenden Fermenten, 
vor allem den in den KiweiBabbau eingreifenden, die C—N-Bin- 
dung lésenden Fermenten Papain, Kathepsin, Arginase und Urease 
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analog verhilt. Die Theorie, dab das Thrombin ein“proteolytisches 
Ferment ist, wird durch diese Befunde stark gestiitzt. 

Die Bedeutung des GSH fiir den Gerinnungsvorgang ist durch 
die beschriebenen Versuche noch keineswegs vollig geklirt. Im 
Blut sind auBer GSH noch andere Stoffe vorhanden, die die Akti- 
vitiit des ‘‘hrombins beeinflussen, niimlich Ergothionein und Ascor- 
binsiure, und da sich die Effekte dieser beiden Stoffe und des 
GSH nicht additiv, sondern in komplizierter Weise katalytisch 


» 


gegenseitig beeinflussen’), so bedarf es weiterer Versuche zur Auf- 
klirung der Frage, ob diese 3 Stoffe zusammen ein System zur 
Steuerung der Thrombinfunktion bilden und wie dies System wirkt. 
Versuche dieser Art haben wir in Angriff genommen. 


Versuchsteil. 


Versuche mit Vollblut. Liésungen abgestufter Mengen von Cystein 
(aus Cystein-HCl und n-NaOH, mit Wasser auf 0,5 ccm gebracht), SH-Glut- 
athion, Ergothionein und 1-2-Thiolhistidin (diese 3 Stoffe zu je 0,5 cem in 
0,85°/,igem NaCl gelést) wurden in 10 cem-MeBzylinder mit Glasstopfen 
gefiillt, 2cem Blut unmittelbar aus der Cubitalvene eines gesunden Mannes 
bzw. aus der Carotis eines Meerschweinchens eintropfen gelassen, die 
Zylinder verschlossen und nach Mischen des Inhalts die Gerinnungszeiten 
durch Neigen der Zylinder bestimmt (Gerinnungsanfang: Ausbildung eines 
Oberfliichenhiiutchens, komplette Gerinnung: Verfestigung zu einem beim 
Umkehren nicht herabflieBenden Koagulum). — In diesem wie in allen 
folgenden Versuchen wurde krystallisiertes GSH von Hoffmann-La Roche 
verwendet. Das Ergothionein wurde aus Mutterkorn nach Pirie’ 
dargestellt, das Thiolhistidin aus Histidinmethylester nach Ashley und 
Harington') synthetisiert. 


Versuch 1. Menschliches Normalblut, je 2cem, Gerinnungszeit 3’ 40”. 

































































Cystein Glutathion Ergothionein | Thiolhistidin 
22 ee Be |... oe Belen oe | ee 
me) So [ESI (Sa) FS | ™S5| Fs] ™ Sa) Fe 
1 4P [ary i] a eels" |e 
15 | 9/30" 13’ | 15 4’ | 4°30’) 25 | 13’ | 22°] 40 | 227! 42’ 
251 30° 45°} 20 | 10’ | 18° 35 | 82’ | 42’) 50 | >60’ 
30 |>60’ 25 | 38’ |>60 40 | 48’ |>60’] 60 |>60’ 
a | 30 |>60°| | | | - 
x= 27,5 mg | 25 mg | 40 mg | 45 mg 





1) Woodward, Fry, J. of biol. Chem. 97, 465 (1932); Pirie, Bio- 
chemic. J. 27, 1181 (1933); v. Euler, Chem. Z. 1934, I, 1070. 
*) Biochemie. J. 27, 202 (1933). 


%) J. chem. Soc. 1980, 2586. 
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Zur Berechnung der relativen gerinnungshemmenden Aktivitit A der 
einzelnen Thiole wurden die Mengen x ermittelt, die eben imstande sind, 
die komplette Gerinnung mindestens 60 Minuten lang zu verhindern. Daraus 
wurden die molaren Konzentrationen y berechnet und deren reziproke Werte 
in Prozenten des fiir GSH ermittelten ausgedriickt. 














| 4,1 

y Bros os 
Pe 8 ee 0,114 36 
Glutathion. ..... 0,041 100 
Ergothionein. ... . 0,087 47 
Thiolhistidin. .... 0,120 34 


Der Versuch mit Meerschweinchenblut ergab praktisch die gleichen 
Werte. 

Versuche mit Plasma. Als Substrat diente (auBer in Vers. 8—10) 
frisches Oxalatplasma (0,1 cem 30°/,iges K-Oxalat auf 20 cem Blut) von 
hiimatologisch normalen Patienten der Hautklinik. Die in Vers. 2 benutzte 
Thrombinlésung wurde nach Bleibtreu’) hergestellt, fiir alle anderen Ver- 
suche wurde ein hochaktives Trockenpriparat von Thrombin nach Mellanby ®*) 
(in 85°/,iges NaCl unter Zusatz von NaHCO, — 1 cem 1°/,ige Liésung auf 
10 mg — gelést) verwendet. Auch das Prothrombin (Vers. 9—10) wurde nach 
Mellanby’) dargestellt und ebenso wie Thrombin in Lésung gebracht. 
Die Gerinnungszeit (GZ.) wurde im Thermostaten bei 37° wie in den Ver- 
suchen von Strughold und Wé6hlisch*) bestimmt; als Zeitpunkt der 
Gerinnung wurde der Augenblick angesehen, an dem beim Neigen des Rohres 
eben ein zusammenhingendes Gerinnsel wahrnehmbar war. Die zur Ver- 
diinnung benutzte 0,85°/,ige NaCl-Lésung wird in den Protokollen kurz 
mit NaCl bezeichnet. Trotz der sauren Reaktion des GSH wurde eine 
Neutralisierung der GSH-Lésungen nicht vorgenommen, da die von Vers. 3 
an durchgefiihrte kiinstliche Pufferung des Plasmas sich als ausreichend er- 
wies, um das py auch in Gegenwart des GSH konstant zu halten. Zwecks 
deutlicher Erkennbarkeit von Aktivierungseffekten wurde stets mit Thrombin- 
mengen gearbeitet, die nach Ausweis geeigneter Vorversuche in den Kon- 
trollen erst nach zeitigstens 1 Minute zur Gerinnung fiihrten. 


Versuch 2. 1ccm Plasma, x cem GSH (1 °/, in NaCl), (1,9 — x) eem 
NaCl, 0,1 cem Thrombinlésung. 


























a 0 0,2 0,4 1,0 1,2 1,9 
GSH-Konz.| 0 | 2,2-107%m]4,4-10-%m]1,1-10-?m|]1,3-10-?m] 2,1-10-?m 
GZ. | 15” | 3’ 2! 25” 2' 30” 2! 45” | 120’ 














1) Pfliigers Arch. 213, 642 (1926). 
) Proc. Roy. Soc. B 1138, 93 (1933). 1 mg des Priparats brachte 30 cem 


Oxalatplasma in 1 Minute zur Gerinnung. 
3) Proc. Roy. Soc. B 107, 271 (1930). 
4) Diese Z. 223, 267 (1934). 
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a 


Versuch 3. Plasma (je 1 ccm) mit m/3-KH,PO, und m/3-K,HPO, 
auf verschiedene py-Werte (6,5—8,0) eingestellt, mit NaCl auf 3,2 cem (A) 
bzw. 2,8 cem (B) verdiinnt, zu B 0,4 ccm (= 4mg) GSH, sowie zu A und B 
1 cem (= 0,2 mg) Thrombin zugesetzt. GSH-Konz. = 2,5-107* m. 























pr | 65 | 68 | zo | 73 | 75 | 80 
Kontr. (A) 8’ 35” 2’ 30” 1’ 30” 1’ 55” 8’ 10” 8’ 5” 
GSH (B) 31’ 25” 3’ 10” 1’ 50” 1’ 20” 3’ 6’ 5” 





Versuch 4. Wie Versuch 3, nur in B 0,4 cem = 12 mg GSH. 
GSH-Konz. = 7,4-107° m. 











a ce 8,0 








Kontr. (A) 2’ 45” 
GSH (B) 480’ 300’ 
Versuch 5. Plasma (je 1 ccm) mit Veronal—Acetatpuffer (je 1 ccm) 


auf verschiedene py,-Werte eingestellt, 0,6 cem NaCl (A) bzw. 0,6 ccm 
(=6mg) GSH (B), 0,4 eem (= 0,1 mg) Thrombin. GSH-Konz. = 6,5-10~* m. 


pe_| 66 | 68 | mt | mm | wt] so | 28 


1’ 20” 1’ 50” 
n° 























Kontr. (A) 2°20” | 2°10” | 2°85” | 2°85” | 2°55” | 9°20” | 22° 25” 
GSH (B) | 30’ 8’ 6” 8°15” | 8’15” | 8’ 15” | 8’ 45" 3° 50” 








Versuch 6. Wie Vers. 5, jedoch auBer A und B noch eine Reihe C 
mit 0,6 ccm (= 6 mg) G,S, an Stelle von GSH. Das G,S, wurde dar- 
gestellt nach Schéberl}). 


























(Sek) PH _| 69] Pi | - = 
| aia aaa easel ia iat Kontr. (A) | 1’ 40”] 1’ 30” | 1’ 20” 
GSH (B) | 6’ 35”] 4’ 25” | 2’ 20” 
G.S, (C) 3°50" | 1’ 45” 
170° a eR ar a EI DESI I ml SS APR *: a. “s 
Al px S| 3 | 74 | 75 
8 GSH eS SS 
Ak Kontr. (A) | 1’ 20” | 1’ 15” | 1’ 20” 
\ GSH (B) |2’10’] 1’ 40” | 1’ 20” 
ory GS, (C) } 1’ 10”] 1’ 15" ] 1’ 25” 
4fr 
3h Pu | 76 -| 7,8 | 8,0 
G. - Sa prayers rn 
eS Kontr. (A) | 1730] 1’50”| 3” 10” 
ér GSH (B) | 1’ 20’] 1’ 30” | 2’ 10” 
GS, (C) 1’ 25” | 1’ 25” | 1’ 50” 
Kontr Ein anderer, gleichartiger 
1. , +--+ Versuch ist in der Figur gra- 











rn he 4 i 
700 TR Me 6 By phisch dargestellt. 


1) Diese Z. 201, 167 und zwar 182 (1931). 





PH 


Pu 
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Versuch 7. 0,4 ccm (= 0,2 mg) Thrombin werden mit 0,5 ccm (= 5 mg) 
GSH (B) bzw. G,S, (C) versetzt, Minuten bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, dann mit einem vorbereiteten und auf ein bestimmtes py ein- 
gestellten Gemisch von 1 ccm Plasma, 1 ccm Puffer und 0,1 cem NaCl ver- — 
setzt. Kontrollen (A): 0,5 cem NaCl statt GSH bzw. G,S,. 























n= 0 3 6 9 12 15 
Kontrolle (A) | 2’ 10” 
Pr 7,0 GSH (B) 10’ 5” 16’ 39’ 45’ 68’ 
GS, (C) | 10’ 20” | 21’ 30” | 30’ 32’ 41’ 


Kontrolle (A) | 150” 
Pu 7,2 GSH (B)| 3’25”] 8’ 9’ 30” | 10°15” | 11/15” | 14’ 15” 
GS, (©) 3°30" | V10"] 7 40’] 8 5”] 845” 8’ 30” 























Kontrolle (A) | 2’ 30” 
Py 7,5 GSH (B)| 2’ 5’55” | 610] 630” | 8’ 5”) 9/50” 
GS, (C)| 1150”] 3’ 6’ 6’ Yl roe 


Versuch 8 1 ccm Pferdefibrinogenlésung (nach Hammarsten- 
Nolf) wird mit 1cem (= 5mg) GSH gemischt (py des Gemischs 7,5), 
n Minuten bei 18° stehen gelassen, dann mit 1 ccm (= 0,25 mg) Thrombin 
versetzt. Kontrolle: 1 cem NaCl statt GSH. 


a? oe 














3’ 20” 


Kontrolle 
2’ 20” 2’ 20” 


GSH 


Oo or’ for ~ 
2’ 25” | 2° 25’ | 2” 15” 








Versuch 9. 0,5 cem Thrombokinase (Meerschweinchenleberextrakt) 
werden mit 0,5 ccm (= 5 mg) GSH versetzt, » Minuten bei 18° stehen ge- 
lassen, dann werden méglichst schnell nacheinander 0,17 cem n/10-Jodlésung 
(zur Oxydation des GSH), ein zwecks Ausreifung des Serozyms jeweils 16’ 
vorher bereitetes Gemisch von 0,5 ccm (= 0,5 mg) Prothrombin und 0,1 eem 
1°/,iges CaCl, sowie 1 ccm Fibrinogenlésung zugegeben. Kontrolle: 0,5 cem 
NaCl statt GSH und 0,17 cem 2 °/,iges KJ statt Jodlisung. (Priifung der 
Prothrombinqualitiét: 1¢cem Fibrinogen + 0,5 cem Prothrombin + 0,6 cem 
NaCl: GZ. 345”; 1 cem Fibrinogen + 0,5 cem Prothrombin + 0,5 cem Kinase 


+ 0,l1cem CaCl,: GZ. 35”.) 








as | 0 | 2 | 4 | 8 | 10 


Kastesiie 55” 
GSH YF 











45” | 50” | 1’ | 55” 





Versuch 10. 0,3 cem (= 0,3 mg) Prothrombin werden mit 0,5 cem 
Thrombokinase, 0,1 cem 1°/,iges CaCl, und 0,5 cem (= 5 mg) GSH gemischt, 
n Minuten bei 18° stehen gelassen, dann 0,17 cem n/10-Jodlésung und 1 cem 
Fibrinogen zugesetzt. Kontrolle: 0,5 cem NaCl statt GSH und 0,17 cem 
2°, iges KJ statt Jodlésung (in a und b verschiedene Prothrombin- und 


Fibrinogenlésungen)). 


11* 
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GZ. a). 
a ee ee oe a oe 
Rentsetic | 16° ; | 3’ 50” E 50” | oy = 2 30” 
GSH 3’ 15" 2’ 10” 1’ 85” 55” 1’ 45” 
GZ. b). 
n= | o {| 4 | s | tt | B82 
-Kontrolle 5’ 45” i 1’ 55” | Y | 50” | 55” 
GSH 2’ 15” 1’ 40” 3’ 15” 4’ 40” V 10” 





In den folgenden Versuchen wird stets 1 ccm Plasma verwendet, das 
(auBer in Vers. 20) durch Zusatz von 1 ccm eines geeigneten, vorher aus- 
probierten Veronal-Acetatpuffers (m/35) auf den gewiinschten py-Wert ge- 
bracht wird. 


Versuche mit Stoffen, die SH-Gruppen durch chemische Bindung 
ausschalten. 

Versuch 11. 2 cem Plasma-Puffergemisch, 0,2 eem GSH (B) bzw. 
G,S, (C), 0,6 eem NaCl oder 2 (vgl. unten) in steigender Konzentration, 
0,2 com (= 0,2 mg) Thrombin. GSH- bzw. G,S,-Konz. = 6,54 - 107° m. 
Kontrollen: 0,2 eem NaCl statt GSH bzw. G,S,. 


x = Na,SeO, in NaCl. 





























| 








Mole GZ. 
Na,SeO,- | Na,SeO, : Se gs — ; 
abl ey Pu 7,0 | Pu 7,6 
Konz. ROLE -— : ae eee ve. A eee 
GSH bzw.| Kontr.| GSH | G,S, | Kontr.| GSH | G,S, 
m G8, 4) | @ | © | & | ® | © 
0 0 2’ 15” | 3530” | 840” | 620” | 1/45” | 
1,85-10-* | 0,028:1 | 2’55” | 35’ 8°20” | 4’30” | § | 
5,56-10—* | 0,085:1 | 3715” | 9°40” | 8’ ~~ | 5/40” | | § 
1,67-10~° | 0,255:1 | 3°45” | 3°55” | 7°20” | 6’ 10” | | 





Versuch 12. Wie Vers. 11; 2 = CH,J-COONa in NaCl (Jodessig- 
siure von Levens Kemiske Fabrik,Kopenhagen, frisch gelést und neutralisiert). 











CH,J COONa- 
Konz. 


7,40-10-* 
2.22-10-3 
6,67-10—3 



































2’ 45” é 


Mole GZ. 
st dh)6mCm”C*éCSs‘“‘<“‘<“<—wS S/H Wt:”*~*=<“‘“ ‘S);:C:*;:s:s:ésésésésé‘(sC‘<C;CtCr Ss CT 

' Moie : Pu 7,0 | Pu 7,6 
GSH bzw. | Kontr.| GSH | C,S, | Kontr. 

GS, (A) | 8B) | © | 

0 2’ 35” | 7 40” | 4’ | 4’10” 
0,113:1 3’ 5” |5'10” | 3725” | 3°55” | 2’ 35” 
0,340 : 1 4’ 25” | 4°15” | 5’ | 840" | 3/25” | ; 
1,02 :1 6’ 5” 12°35” | 7710” | 9’ 5”18'45”| 








Glutathion, Schwermetalle und Blutgerinnung. 


165 


Versuch 13. Wie Vers. 11; 2 = arsanilsaures Na (Atoxyl) in NaCl. 


























GZ. 

Mole Atoxyl: |— 

Atoxyl-Konz. | Mole GSH Pu 7,0 | Pu 7,6 
bzw. G,S, Kontr. GSH Kontr. GSH 

a... ae eel (A) (B) | (A) - (B) 

0 0 9/ 10” Vig 40” | 4’ 45” | 9’ 55” 
1,85-10~4 0,028 : 1 2’ 45” 25” | 93730" | 250” 
5,56-107 0,085 : 1 3’ 5” 6’ 50” a” | 818” 
1,67-10—% 0,255: 1 3 10” 4’ 15” 5’ 45” 3’ 40” 


Versuche mit Schwermetallen. 


Versuch 14. 2 ccm Plasma-Puffergemisch, 0,6 cem NaCl bzw. CuSO, 
(in NaCl) in steigender Konzentration, 0,2 cem (= 6 mg) GSH (B) bzw. G,S, 
0.2 cem (= 0,3 mg) Thrombin. GSH- bzw. G,S,-Konz.= 6,54-107~* m. Kon- 
trollen (A): 0,2 cem NaCl statt GSH bzw. G,S,. 



















































































a GZ. 
CuSO,- t. Gu: | 
bzw. G,S,|Kontr.| GSH | G,S, |Kontr.| GSH | G,S, | Kontr.| GSH | G,S, 
fn 4) | @ | © | a] 8 |) Oo) a | B | © 
a a SE ~~ ST SE — ———— a 
0 0 7 10" | 19 20”, 5’ 85” | 3° 25" | 2’ 402’ 10” | 1’ 55” | 1’ 20” | 1’ 45” 
22-104 | 0,889:1 | 2’ = 25’—|: 6 20” | 2” 15| 8” 5240" 2’ =| 1 20 | 2°50” 
667-10—4 | 0,102: 1 | 2’ 15” | 31’ |11’ 80” | 2’ 15” | 3° 20/2’ 35” | 2’ 1’ 20” | 2’ 50” 
11- 1073 0,170 -1 9’ 30” 15’ 14’ | 9/ 15” 4’ 253" 9/ 5” 9/ 50” 3! 20” 
.22+10~3 | 0,840:1 | 3’ 20” | >400’ '80’ | 2 15” 10° 258" 45” | 2” 8’ 55” | 3’ 20” 
Versuch 15. Wie Vers. 14, jedoch FeSO, statt CuSQ,. 
a 2 GZ. 
FeSO, - . ee Slane Sei aaa Sai agai tha a a 
K ing Mole GSH Pu 7,0 | Pu 7,3 Pr 7,6 
bzw. G,S,} Kontr. | GSH | G.S, | Kontr. | GSH | G.S, | Kontr.| GSH | G,S, 
m 4 1/81 O!}] 4/8) oO] A] B® | © 
0 0 3’ 80” 4’ 30” 3’ 45” 4’ 40” 3’ 55” 3’ 50” 6’ 15” 3’ 45” 9’ 20” 
22-104 | 0,339: 1 | 3’ 15”%))|3’ 4’ 15” 5’ 50” |2’ 30”) 3’ 10’ 20”| 2’ 55’/2’ 40” 
567-104 | 0,102: 1 | 6’ 25”*)/ 2’ 10”| 4’ 35”! 1’ 20”%)| 2’ 45” | 3’ 20”) 13’ 20”| 3’ 2513’ 55” 
11-1073 | 0,170: 1 10’*)| 3’ 30”| 5’10”| 150’*)|3’ 30”| 8°45”) 200’! 7 25’\5’ 10” 
1.22-1073 | 0,340: 1 [>500'*)| 6’ 50” |12’ 30” >500°*)| 8 25” | >500’| >500’ 24! | 




















*) Bréiunlichgelbe Verfirbung des Ansatzes. 


Versuche mit Schwermetallkomplexbildnern. ««’-Dipyridy] wurde 
aus Pyridin und FeCl, nach Hein und Retter'), o-Phenanthrolin aus 
o-Phenylendiamin nach Hieber und Mihlbauer’) dargestellt. 
aldoxim und Dia&thyldithiocarbamat waren Handelspriparate. 





1) Ber. chem. Ges. 61, 1790 (1928). 





Salicyl- 


2) Ebenda 61, 2149 (1928). 
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Versuch 16. 2cem Plasma-Puffergemisch, enthaltend 5 mg «ea’-Di- 
pyridyl’), nach 10 Minuten dazu x cem GSH (1°/,ig in NaCl), (0,8—2) cem 
NaCl, 0,2 cem (= 0,4 mg) Thrombin. Kontrollen ohne Dipyridylzusatz. 








GZ. 
Pa 7,1 | Pu 7,9 | Pa 7,7 


| 
ee ohne mit | ohne mit | ohne mit 
woom) Sons, m. Dip. Dip. | Dip. Dip. Dip. Dip. 





GSH 

















0 0 2°10” | 2’. 9” | 5°15” | 2°15” | 9°30” | 2’ 45” 
0,2 | 2,18-107* | 2°80” | 2°10” | 3°20” | 2°20” | 4°85” | 2°20” 
0,4 | 4,86-107% | 2°40” | 8°85” | 3°20” | 2°30” | 8°25” | 2’ 25” 
0,6 | 6,54-10~% | 3°40” | 4°15” | 2°30” | 38°15” | 2’40” | 2°30” 











Versuch 17. Wie Vers. 16, jedoch mit o-Phenanthrolin (10 mg auf 
2 ccm Plasma-Puftergemisch) statt Dipyridyl. 






































GSH —_——___—_——_ $$$ 

Pa 7,1 Pu ‘4,2 Pu 7,7 
| a ohne mit | ohne | mit ohne mit 
leet spneunten Phen. | Phen. | Phen. | Phen. | Phen. | Phen. 
0 0 2°15” | 4'20” | 4/25” | 240” | 10°15” | 310” 
0,2 | 218-1073 | 4°10” | 5°15” | 4°15” | 38°30” | 610” | 3°30” 
0,4 i 4,36-107 8 5’ 55” 8’ 15” 9’ 40” 5’ 15” | 5’ 35” 4’ 55” 

0,6 | 6,54-107-* | 7780” | 18'10” | 2°50” | 6'25” | 4 5” | 6’ 


In den phenanthrolinhaltigen Ansitzen bilden sich nur schlaffe Ge- 
rinnsel, die beim Schiitteln leicht zerfallen; die Erkennbarkeit des Ge- 
rinnungseintritts wird aber dadurch nicht beeintriichtigt. 


Versuch 18. 2cem Plasma-Puffergemisch, 0,2 cem 2°/,iges Natrium- 
diithyldithiocarbamat(D.) in NaCl, 2 eem GSH (1°/,ig), (0,6—2) eem NaCl, 
0,2 ecm Thrombin. Kontrollen mit 0,2 cem NaCl statt D. 





























GZ. 
GSH aT . age ones ae itl li “3 penne 
Pu 7,0 | Po 73 | Pu 7,6 
? aaa er ohne | mit | ohne mit | ohne mit 
ri » | -& | D D D. D 
a eg — ae ete ——— ae — pees: ——————— we 
0 | 0 1’ 25” | 725° | 1°35" | 28 | 2 2 
0,2 | 2,18-107° 1’ 45” | veo | 210" |.” | re’ i re 
0,4 | 4,36- ie 2°55” | 1°50” 2° 20” 2’ | 1°40” 1’ 25° 
0,6 | 6,54-10-% | 9°25” | 2’80” | 2’50” | 2’ 125” | 1'20 


Versuch 19. Wie Vers. 18, jedoch mit 0,2 ecm 1°/,iges Salicyl- 
aldoxim in NaCl (im Wasserbad bei 50° gelést und die 37° warme Lésung 
zum Plasma zugesetzt) statt des Diithyldithiocarbamats. 


1) Das Dipyridyl wurde unter Erwiirmen in dem Veronalpuffer geldst 
und die 40° warme Lésung zum Plasma zugesetzt. 








| 
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GZ. 
PH 7,0 PH 7,3 | Pu 7,6 

com tim > ohne | mit | ohne mit | ohne mit 
; Sal. | Sal. | Sal. Sal. | Sal | Sal. 
= — 1 SctpoanansenadpareaDnaenoosntnnsiap=SunngpsasaneapanGsaanapUAbDangi_easanaiuanestansnaaniealicaanausenean \ Reepnecsinnaee Spins mosaics ———— es 7 —_— ga 
O. 0 45” | 1°45” | 1°40” | 1°25” | 2° 5” | 2 5” 
0,2 | 2,18-10-2 | 2407] 150” | 150” | 125” | 1745” | 1/30” 
0,4 | 4,86-10—% | 4'40” | 2°35” | 1°55” | 1°25” | 1/30” | 1°25” 
0,6 | 6,54-107% | 12’55” | 3/15” | 2°45” | 1°40” | 1/25” | 1/10” 


HCN und Thrombinwirkung. 

Versuch 20. 1 ccm Plasma, 1,2 cem Pufferlésung enthaltend steigende 
Mengen HCN (0,7 bzw. 3,5 eem 12°/,iges HCN ,,Kahlbaum“ mit dem ent- 
sprechenden Puffer auf 60 cem verdiinnt), 0,6 cem NaCl, 0,2 cem (= 0,15 mg) 
Thrombin. Kontrollen: 1,2 cem Pufferlésung ohne HCN. 




















a _ 
PH 69 | Pe 7,3 Pa 7,6 
0 1’ 35” | 2! 25” 2’ 55 
2.1072 2°25” =| 2°35” 2’ 40” 
1-107! 2°50” | 2/25” y O° 
Zusammenfassung. 


1. Thiolverbindungen (Cystein, Glutathion, Ergothionein, Thiol- 
histidin) hemmen die Gerinnung von frischem Meerschweinchen- 
und Menschenblut. Am stirksten, bezogen auf das Molekular- 
gewicht, ist die Wirkung des Glutathions. 

2. Oberhalb einer Konzentration von 2-10-2m wirkt SH- 
Glutathion stets gerinnungsverzégernd oder -verhindernd, unter- 
halb dieses Grenzwertes nur bei neutraler und saurer Reaktion 
(A-Effekt), wihrend es bei p,,> 7,4 in niedrigen Konzentrationen 
die Gerinnung beschleunigt (B-Effekt), Auch SS-Glutathion ver- 
kiirzt die Gerinnungszeit bei p,, > 7,4, besitzt dagegen keine oder 
nur eine sehr geringe Hemmungswirkung bei neutraler und schwach 
saurer Reaktion. 

3. Die physiologische Bedeutung der Gerinnungswirkung des 
Glutathions wird erértert. 

4. Der Angrifispunkt der Gerinnungswirkung des Glutathions 
ist — wenigstens soweit es sich um kleinere Konzentrationen des 
Tripeptids handelt — das Thrombin. Fibrinogen und Thrombo- 
kinase werden durch GSH nicht nennenswert beeinfluBt, Pro- 
thrombin nur im Sinne einer beschleunigten Umwandlung in 
Thrombin. 
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5. Blockierung der SH-Gruppe des Glutathions durch Selenit, 
Jodacetat oder Atoxyl hebt die Gerinnungswirkung des Tri- 
peptids auf. 

6. Kupfer in kleinsten, fiir sich unwirksamen Mengen ver- 
stirkt die gerinnungshemmende Wirkung des GSH bei p,, < 7,4 
(A-Effekt) erheblich, 

7, Kisen-(2), das fiir sich schon in kleinsten Mengen die 
Thrombinwirkung hemmt, aktiviert sie in Gegenwart von GSH, 
d. h. es verstirkt den B-Effekt des GSH und verwandelt die 
hemmende Wirkung des GSH bei p, < 7,4 in eine férdernde. 
Cu und Fe sind hier also Antagonisten. 

8. Durch Stoffe, die Fe” komplex binden (Dipyridyl, Phen- 
anthrolin) wird der B-Effekt, aber nicht der A-Effekt des GSH 
ausgeschaltet. Durch Stoffe, die Cu komplex binden (Diithyldithio- 
carbamat, Salicylaldoxim) wird ebenso wie durch Zusatz von Fe™ 
ausschlieBlich der A-Effekt, aber nicht der B-Effekt des Tripeptids 
zum Verschwinden gebracht. 

9. Das Glutathion wirkt also nicht als solches, sondern unter 
Vermittlung von Schwermetallen, wohl als Metallkomplex, auf 
das Thrombin. Hierfiir dirften schon die im Plasma vorhandenen 
Cu- und Fe-Mengen ausreichen. Es liegen hier somit dhnliche 
Verhialtnisse vor wie bei der Beeinflussung von Papain, Kathepsin, 
Arginase und Urease durch GSH. Es ist sehr wahrscheinlich, 
da8 die Gerinnungshemmung durch GSH bei saurer Reaktion 
(A-Effekt) eine Kupfer-Antikatalyse, die Gerinnungsaktivierung 
durch GSH in alkalischem Milieu (B-Effekt) eine Eisenkatalyse 
darstellt. 

10. HCN wirkt ahnlich wie GSH, jedoch schwicher. 

11. Die mitgeteilten Versuche sprechen dafiir, daB das Throm- 
bin ein proteolytisches Ferment ist. Nach seinem Verhalten gegen- 
tiber GSH und HON scheint es dem Kathepsin nahezustehen. 


. Wir sprechen der Firma Hoffmann-La Roche, Berlin, fiir die 
Uberlassung gréBerer Versuchsmengen von krystallisiertem Glutathion auch 
an dieser Stelle unseren Dank aus. Die Durchfiihrung der Untersuchungen 
wurde durch ein Stipendium erleichtert, das dem einen von uns (V. M.) 
seitens der Studentennot Breslau gewihrt worden ist. 








als 
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Uber Ausscheidung von Phenylbrenztraubensdure in den Harn 
als Stoffwechselanomalie in Verbindung mit Imbezillitat”). 


Von 


Asbjorn Félling. 





(Aus dem klinischen Laboratorium des Reichshospitales, Oslo.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1934.) 


: Bei Untersuchungen von schwachsinnigen Kindern habe 
ich eine Stoffwechselanomalie wahrgenommen, die friiher beim 
Menschen niemals beschrieben worden ist. Die Anomalie gibt 
sich durch Ausscheidung von Phenylbrenztraubenséure im Harn 
kund, und es scheint eine Verbindung zwischen dieser Anomalie 
und der Imbezillitét zu bestehen. Ich habe bisher 10 Patienten 
gefunden, die Phenylbrenztraubensiure ausscheiden, und von 
diesen sind 9 unzweifelhaft schwachsinnig, waihrend der zehnte 
so jung ist, daB sich iiber sein psychisches Verhalten noch nichts 
aussagen l4Bt. Ich werde zuerst eine kurze Beschreibung des 
klinischen Materials geben. 


1, L.E.Q. Geb. 14. Juni 1927. Die Patientin ist die iitere von 
zwei Geschwistern. Eltern gesund. Keine Verwandtschaft zwischen ihnen. 
Eine Tante (miitterlicher Seite) des Vaters leidet an Dementia praecox. Nor- 
males Geburtsgewicht. Erhielt 8—9 Monate Brustmilch, die ersten 2'/, Mo- 
nate ausschlieBlich. Zahndurchbruch im normalen Alter. Begann zu gehen 
22 Monate alt. Keine Erbrechen und Kriimpfe. Keine anderen Krankheiten 
als Angina. K6rperliche Entwicklung’ normal. 31 kg, 131 cm, Schidelum- 
fang 51 cm. Naturalfunktionen normal. Sehr agil, huscht stets umbher, 
scheinbar ohne Zweck. Spricht in Einzelw6értern, wodurch sie sich ihrer 
nichsten Umgebung verstindlich macht. Das Spielen gefiilt ihr, auch die 
Musik (die Familie ist von viterlicher Seite sehr musikalisch). Sie kann 
selbst essen, aber mit HeiBhunger. Meldet selbst den Harn- und Stuhldrang. 
Fixiert die Augen, aber ein wenig verwirrt. Kein Nystagmus. Zunge normal. 
Gl. thyr. von normaler GréBe. Zihne gut. Keine Rachitis. Haut, besonders 
die der Streckseite der Extremititen, rauh mit kleinen, weiBen Papeln. Alle 
Reflexe normal. Leichte Rigiditit aller Muskeln. Bei der Organuntersuchung 
normale Verhiltnisse. 





*) Diese Arbeit ist mit einem Beitrag von a/s Freia Chokoladefabriks 
medicinske Fond ausgefiibrt. 
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2. D.E. 3. Geb. 22. April 1930. Bruder der Obenerwihnten. Recht- 
zeitige Geburt. Normales Geburtsgewicht. Leichter Icterus neonatorum. 
Erhielt 7 Monate Brustmilch, die ersten 4 Monate nur Brustmilch. Zahn- 
durchbruch im normalen Alter. Keine Kriimpfe. Sporadisches Erbrechen 
beim Anfang der Mahlzeiten. Keine Kinderkrankheiten. Recidivierende 
Cystopyelitis. Juni 1933 deswegen im Hospital. Temperatur bis auf 39,7°. 
Ein Réntgenogramm zeigte einen korallenférmigen Steinschatten im rechten 
Nierenbecken. Erhielt 1933 8—9 Monate Thyreoideatabletten 0,1 x 1, ohne 
anderen Erfolg als einige Abmagerung. 14 kg, 105 em, Schiidelumfang 47,5 em. 
Kann nicht gehen, kaum ohne Stiitze sitzen. Kopf hat eine Neigung zur 
Seite. Kann nicht sprechen, sté8t nur unartikulierte Laute aus, schreit, 
lichelt, spielt gern, gesellig. Kann nicht selbst essen, auch nicht feste, in 
den Mund gefiihrte Speisen kauen. MuB8 daher mit fliissiger Nahrung ge- 
fiittert werden. Durchaus unsauber. Fixiert nicht die Augen. Schneller, 
horizontaler Nystagmus. Athetotische Bewegungen von Armen, Fingern 
und Beinen. Ausgebreitete Spasmen. Zunge normal. Gl. thyr. ist kaum zu 
fiihlen. Zihne gut. Kleines Einsinken des Sternums, besonders des unteren 
Teiles, sonst keine Rachitis. Haut unbedeutend rauh. Retentio testis. Plan- 
tar- und Patellarreflexe wahrscheinlich normal. Bei Brust- und Abdominal. 
organen ist nichts Abnormes gefunden. 

3. S. H. 2 (von Dr. med. L. Salomonsen mitgeteilt). Geb. 29. Oktober 
1929. Normale rechtzeitige Geburt. Geburtsgewicht 3250 g. In der ersten 
Lebenswoche eine groBe, flichenférmige, subcutane Blutung iiber dem 
Scheitel, die spontan verschwand. Erhielt die ersten Monate eine gemischte 
Nahrung, spiter gewéhnliche Kost. Begann 2jihrig, ohne Stiitze zu 
gehen. Immer schwere Obstipation. Spricht gar nicht. Nach einer ungefahr 
1 monatigen Trennung von den Eltern hat sie dieselben nicht wieder- 
erkannt. Thyreoideatherapie ist ohne Erfolg versucht. Somatisch werden 
normale Verhiiltnisse gefunden. 

4. N. H. 3 (von Dr. med. L. Salomonsen mitgeteilt). Bruder der 
Nr. 3 Erwihnten. Geb. 27. Januar 1933. Rasche Zangengeburt. Geburts- 
gewicht 3680 g. Den Tag nach der Geburt sickernde Nabelblutung, die 
durch Kauterisierung gestillt wurde. Am 3. Tag groBe subcutane Blutungen 
im Nacken und in der Leiste. Am 4. Tag zwei und am 5. Tag eine neue 
Blutung. Blut wurde intramuskulir gegeben. Spiiter keine Blutung. Sonst 
gutes Gedeihen. Kein Icterus. Die ersten Monate gemischte Nahrung von 
Brustmilch und Kuhmilch. Somatisch normale Verhiltnisse. Geht jetzt mit 
Stiitze (kaum 1'/, Jahre alt). Plaudert ein wenig. Uber den Geisteszustand 
1a8t sich vorliufig nichts Sicheres iuBern. Keine Verwandtschaft zwischen 
den Eltern. Die Tante (miitterlicher Seite) der Mutter leidet an Dementia 
praecox. Sonst kein Fall von Geisteskrankheit oder Idiotie in der Familie 
bekannt geworden. 

5. S. E. 2. Schiilerin der Schule fiir Schwachsinnige, Oslo. Geb. 28. April 
1923. Jiingste von 6 Geschwistern. Der Nichstjiingste ist 19. April 1922 
geb. Der Vater soll trunksiichtig sein. Auch unter den Verwandten der 
Mutter MiBbrauch von Alkohol. Ein Vetter der Mutter schwachsinnig (nicht 
untersucht). Ein Bruder der Patientin ist Idiot (Nr. 6 unten). Die 4 anderen 
Geschwister normal, sogar tiichtige Schiiler. Keine Phenylbrenztraubensiure 
in deren Harn. Geburtsgewicht unbekannt, ist aber ausgetragen und recht- 
zeitig geb. Brustmilch den ersten Monat, spiter verdiinnte Kuhmilch. Lernte 
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Uber Ausscheidung von Phenylbrenztraubensiiure in den Harn usw. 17] 


im Alter von ungefiihr 2 Jahren gehen. 2 jihrig ein einziges Mal Krimpfe, 
spiter nie. Kérperliche Entwicklung normal, 36,2 kg, 138,5 em. Schiidel- 
umfang 52cm. Haut ist trocken und rauh. Leichte Zyanose der Unter- 
extremititen. Gl. thyr. scheint normal. Zunge normal. Zihne schlecht. Zahn- 
schmelz gewulstet. Reflexe normal. Ebenso Brust und Abdomen, Ein wenig 
Lordose und Plattfu8. Eine leichte Rigiditét der Muskulatur. Wirkt ein 
wenig ingstlich. Spricht in vollen Siitzen, die Worte aber gehen leicht durch- 
einander. Triige Auffassungs- und Ausdrucksfihigkeit. Unaufmerksam und 
uninteressiert. Das Lesen fallt ihr schwer. Im Rechnen kommt sie gar nicht 
vorwiirts. Die gelernten Buchstaben schreibt sie recht schén und ordentlich. 
Sie ist immer giitig, hilt sich immer rein. Sie gebirdet sich oft sonderbar, 
zupft an den Kleidern u. dgl. 

6. A. E. gf Geb. 13. Mirz 1913. Bruder der Obenerwihnten. Der dritte 
von den Geschwistern. Normale Geburt. Lernte mit 2 Jahren gehen und 
begann im Alter von 5—6 Jahren zu sprechen. Ist seit seinem neunten Jahre 
reinlich. Nie Krimpfe. Sein ganzes Leben von Ekzem geplagt. Scheuheit 
machte die Untersuchung unmdglich. VerhiiltnismiBig kleinwiichsig und 
mager. Spricht nur einsilbige Worter, klagt nie und fordert nichts. Wurde 
vor einigen Jahren in eine Schule fiir Schwachsinnige gebracht, aber als 
ungeeignet heimgeschickt. 

7. E.B.9. Schiilerin der Schule fiir Schwachsinnige, Oslo. Geb. 15. Juni 
1920. Die zweite von 6 Geschwistern. Der Alteste 1918 geb. Eltern gesund, 
Mutter ein wenig indolent. Keine Verwandtschaft. Mutter des Vaters hat an 
Veitstanz gelitten. Eine 14 jihrige Kusine der Patientin ist schwachsinnig. 
Harn dieser Kusine, keine Phenylbrenztraubensiure. Sonst kein Fall von 
Geistesschwiiche oder Geisteskrankheit in der Familie bekannt. Alle Ge- 
schwister normal und mittelmaBig befihigte Schiiler, keine Phenylbrenz- 
traubensiiure im Harn. Die Patientin war ausgetragen. Leichte Geburt. 
Kein Anzeichen von Asphyxie. Erste Nahrung Brustmilch, nach 2 Monaten 
»speise“. Keine speziellen Krankheiten im friihen Kindesalter. Frither An- 
fille yon Pavor nocturnus, doch nicht die letzten Jahre. Keine Krimpfe. 
1 jihrig begann sie zu gehen, 3jiahrig zu sprechen. Hat zur Stoffwechsel- 
untersuchung im Reichshospital vom 13. Juni bis 5. Juli 1934 gelegen. Von 
dem klinischen Befund soll erwihnt werden: Kérperlich groB, wohl ent- 
wickelt, ein wenig breit gebaut. Linge 156 cm, Gewicht 64 kg. Schidel- 
umfang 55cm. Das Gehen ist leicht spastisch mit einiger Adduktion der 
Schenkel. Zunge und Haut normal. Leichte diffuse VergréBerung der G1. thyr. 
Beginnende Entwicklung von Pubes. Mammae wohl entwickelt. Sonst nor- 
male somatische Verhiltnisse. Spricht in vollen Sitzen und beantwortet 
leichte Fragen. Immer zufrieden, giitig und sauber. Wirkt aber faul, indolent 
und geistig trige. Kann 2 + 2 addieren, aber nicht 3 +4. Kennt weder 
Jahr noch Zahl der Wochentage. Kann einfache Handarbeiten ausfiihren. 
RW ~. Pirquet +. Grundumsatz 100°/, und 96°/,. Réntgen von Unterarm, 
Hand, Becken samt Schiidel mit Sella turcica zeigt normale Verhiltnisse. 

8. R.M.9. Pflegepatient auf Frau Hjorths Pflegeanstalt fiir Schwach- 
sinnige. Geb. 4. November 1920. Kein Schulunterricht. Unméglich, ihr 
Kenntnisse beizubringen. Einige einfache Gesinge und Tone hat sie den 
anderen Patienten abgelernt und singt dieselben unter stereotypen Be- 
wegungen des K6rpers. Wiederholt ein bis mehrere ihr vorgesagte Worte, 
antwortet ja und nein, aber oft unsinnig; kann aber auch den Worten den 
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rechten Sinn beilegen, ruft z. B. bei der Untersuchung immer ,,gefiahrlich“, 
Ist friiher gut, gehorsam und sauber gewesen. Im Laufe der letzten 17/, Jahre 
ist sie immer negativistischer geworden, die letzten Monate auch unreinlich,. 
Oft Erbrechen nach den Mahlizeiten. Sehr dngstlich, schreit laut auf und 
14B¢ sich nicht ordentlich untersuchen. 145 cm, 41,5 kg. Haut der Unter- 
extremitiiten ist rauh mit weiBen Papeln. Zunge und Gl. thyr. normal. 
Pupillen reagieren normal, Plantarreflex |. Deutliche Rigiditét der Muskulatur, 
Das Gehen ist ausgeprigt spastisch, halbwegs auf den Zehen. Beginnende 
Entwicklung von Pubes. Mammae wohl entwickelt. 


9. P. L. &. Pflegepatient auf Frau Hjorths Pflegeanstalt fiir Schwach- 
sinnige. Geb. 4. November 1920. Wirkt ,,erloschen“. Ungesellig. Antwortet 
richtig ja und nein. Kann auch in vollen Sitzen sprechen. Spricht jedoch 
nie spontan. Er ist gewéhnlich fiigsam. Gereizt aber, kann er dann und 
wann in Wut geraten. Enuresis nocturna, hilt sich aber am Tage rein. 
Diinn und mager. 145,5 em, 35 kg. Schidelumfang 52cm. Buckelig mit stark 
herausstehenden Scapulae. Torticollis spastica. Bleibt stehen wie man ihn stellt, 
doch keine eigentliche Katatonie. Leichte Rigiditit der Muskulatur. Zunge 
normal. Gl. thyr. ist etwas klein. Reflexe normal. Normale Brustorgane. 


10. K. L. 9. Pflegepatient auf Frau Hjorths Pflegeanstalt fiir Schwach- 
sinnige. Geb. 6. Februar 1907. Wirkt kataton. Bewegt sich nicht vom Orte, 
wenn sie einmal stehen geblieben ist. Steht vorgebeugt mit krummen Armen 
und eingeschlagenen Daumen. Muf iiberall an der Hand gefiihrt werden. 
Ist gut und fiigsam und meistens reinlich. Stoé8t einige unartikulierte Laute 
aus. Kann nicht einmal ja und nein antworten. 150,5 cm, 48 kg. Schidel- 
umfang 51cm. Die Haut ist wund und schuppend, Waden geschwollen, 
angeblich durch Sonnenbrand. Zunge normal. Gl. thyr. nicht palpabel. Die 
Zihne sind defekt. Pupillenreflexe sind vorhanden. Plantarreflex ). Patellar- 
reflexe kénnen nicht hervorgerufen werden. Pubes spirlich entwickelt und 
Mammae rudimentir. Normale Brustorgane. 


Von den Familienverhiltnissen der drei letzten Patienten habe ich 
vorliufig keine Aufschliisse schaffen kénnen. Die Eltern der sieben ersten 
Patienten sind alle am Leben, und der Harn derselben ist untersucht worden. 
Keiner gab Reaktion auf Phenylbrenztraubensiiure. Nichts wurde gefunden, 
weder bei den Patienten noch bei deren Eltern, was den Verdacht auf 
Syphilis hinleiten konnte. 


Die klinische Beurteilung des Materials bietet vorlaufig 
mehrere Schwierigkeiten dar. Die referierten Fille bilden soma- 
tisch keine so ausgeprigte Gruppe als die der Kretinen oder 
mongoloiden Idioten. Es sind jedoch einzelne Ziige, die bis aut 
einen gewissen Grad allen diesen gemeinsam zu sein scheinen. 
Wenn ich von den Patienten Nr. 3 und Nr. 4 absehe, die ich 
persénlich nicht untersucht habe, finden sich bei den meisten 
mehr oder minder ausgesprochene Dermatitiden. Nur einer (Nr. 7) 
scheint eine ganz normale Haut zu haben. Bei allen ist eine 
gewisse, von einer kaum nachweisbaren (Nr. 5 und 7), bis zu einer 
stark augenfilligen (Nr. 8) Rigiditét der Muskulatur nachgewiesen. 
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Hine geneigte Haltung ist bis auf einen gewissen Grad bei allen 
vorhanden. Ebenso findet sich bei den meisten eine auffallend 
groBe Schulterbreite. Allen gemeinsam sind indessen ohne Zweifel 
ein stirkerer und schwicherer Grad von Geistesschwiche und 
die Absonderung von Phenylbrenztraubensiure im Harn. Die 
Phenylbrenztraubensiure verrit sich bei der chemischen Unter- 
suchung des Harns sehr leicht, indem der Harn sich bei Zusatz 
von Hisenchlorid voriibergehend tief griin firbt. Diese Erschei- 
nung veranlaBte mich zu weiteren Untersuchungen iiber den Harn. 

Die anfinglich unbekannte Substanz wurde in folgender 
Weise rein dargestellt: Der Harn wurde mit Kochsalz gesiittigt 
und mit konzentrierter Salzsiure auf Kongo stark sauer gemacht. 
Dann wird im Scheidetrichter 3mal mit Ather ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Atherextrakte werden zuerst mit wenigen Kubik- 
zentimetern Wasser, dann 2mal mit 2 n-Sodalésung geschiittelt, 
wobei die organische Siiure quantitativ in die Sodaschicht iiber- 
geht, wihrend die Phenole im Ather bleiben. Die Sodalésung 
wird nun mit Salzsiiure kongosauer gemacht und mit Ather aus- 
geschiittelt. Die atherische Liésung ist ziemlich stark braun ge- 
firbt, herriihrend von Verunreinigungen, die wahrend der Um- 
krystallisierung Schwierigkeiten bringen wiirden. Durch zwei- bis 
dreimaliges Schiitteln mit wenigen Kubikzentimetern konzentrierter 
Salzsiiure werden diese Verunreinigungen teilweise entfernt, und 
die iberschiissige Salzsiure wird mit wenig Wasser beseitigt. 
Die iitherische Liésung wird mit wasserfreiem Natriumsulfat ge- 
trocknet, und der Ather auf dem Wasserbade unter dauerndem 
Zuleiten von Stickstoff abgetrieben. Die letzten Reste werden 
i. V. iiber Schwefelsiiure entfernt. Der Stoff kann nun aus Chloro- 
form oder Benzol umkrystallisiert werden, am besten ist eine 
Mischung der beiden mit ebensoviel Benzol, daB die Krystalle 
zu Boden sinken. Weil der Stoff bei Gegenwart von Luft unter 
Schwirzung zersetzt wird, werden alle beschriebenen Operationen 
unter Stickstofiatmosphire ausgefiihrt. Der Stoff krystallisiert aus 
Benzol in langen, diinnen Nadeln, aus Chloroform in langen, 
schmalen, sechsseitigen T'afeln. Nach 6 maligem Umkrystallisieren 
wird der Schmelzpunkt konstant = 155°. Er schmilzt unter 
Kohlensiiureabgabe. Der Stoff ist leicht in den gewéhnlichen, 
organischen Lésungsmitteln, in Wasser dagegen schwer ldslich. 
Die wiBrige Lisung blaut rotes Kongopapier. Die Liésungen 
drehen die polarisierte Lichtebene nicht. Der Stoff enthalt nur 
C, H und O. 
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4,890, 4,437 mg Subst.: 11,775, 10,680 mg CO,, 2,130, 2,010 mg H,0, 
C,H,O, Ber. C 65,83 H 4,92 Gef. C 65,69, 65,67 H 4,87, 5,07. 


Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast gab Mol.-Gew. = 181 u. 182, 


Bei der Titrierung haben 
28,0 mg der Séure 1,70 cem n/10-NaOH verbraucht und 
34,4 ? ”? ”? 2,11 ”? ? ”? 


Das gibt (einwertige Siure vorausgesetzt) ein Mol.-Gew. 164,7 und 
164,4. Die empirische Formel des Stoffes ist also C,H,O, mit dem Mol.- 
Gew. 164,06. 

In Wasser gelést gibt der Stoff mit Eisenchlorid oder anderen 
Oxydationsmitteln einen typischen Geruch nach Benzaldehyd. 
Auch spontan spaltet ein unreines Priparat in trockner Form 
im Laufe einiger Tage Benzaldehyd ab. Um dieses Verhalten zu 
untersuchen, wurden einige Milligramm des Stoffes in alkalischer 
Lésung mit Kaliumpermanganat oxydiert, wonach der Uberschuf 
des Oxydationsmittels durch Wasserstoffsuperoxyd zerstért wurde. 
Im Reaktionsgemisch fanden sich Benzoesiure und Oxalsiiure, 
jene durch Sublimationsprobe und Schmelzpunktbestimmung, diese 
durch das Calciumsalz sichergestellt. 

Dieses Verhalten deutet an, daf der Stoff einen Benzolkern 
nebst einer Seitenkette mit mindestens drei Kohlenstoffatomen 
enthalt. Mit Riicksicht auf die empirische Zusammensetzung und auf 
den starken Siurecharakter des Stoffes, wird dann die wahrschein- 
lichste Strukturformel C,H,-CH,-CO-COOH sein, das heiBt Phenyl- 
brenztraubensaiure. Wenige Milligramm des Stoffes wurden daher 
mit gleichen Teilen synthetisch dargestellter Phenylbrenztrauben- 
siure gemischt. Der Schmelzpunkt verindert sich dabei nicht, 
und die Identitét des Stoffes ist dadurch bestitigt. 

Nach Bougault und Hammer!é’) sollen die freie Saure 
wesentlich in der Enolform, die Salze dagegen in der Ketoform 
vorliegen. Die Enolform C,H,-CH=C-COOH erklart den leichten 


OH 


Ubergang in Benzaldehyd, sowie auch die Farbung mit EKisenchlorid. 


Es ist also bei einigen imbezillen Patienten eine Stoffwechsel- 
anomalie gefunden, die sich durch Ausscheidung von Phenylbrenz- 
traubensiure kundgibt. Und da ich in Harnen normaler Personen 
niemals Phenylbrenztraubensdiure gefunden habe, ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB zwischen der Stoffwechselanomalie und der Imbezilli- 
tit ein Zusammenhang besteht. Zwar habe ich in Verbindung mit 
dieser Arbeit nur wenige Normalpersonen untersucht, da aber die 
Phenylbrenztraubenséiure unschwer nachzuweisen ist, und bei jeder 
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Ausfiihrung der Gerhardtschen Reaktion auf Acetessigsiure sich 
verraten wiirde, wire sie wahrscheinlich schon lingst entdeckt, 
falls sie bei Normalpersonen vorkiime. Die Phenylbrenztrauben- 
siure ist friiher itiberhaupt nicht beim Menschen nachgewiesen. 
Ich glaube daher eine bisher unbekannte Stoffwechselanomalie 
wahrgenommen zu haben, und daB diese mit Imbezillitét verbunden 
ist. Man kénnte den Zustand eine Imbecillitas phenylpyrouvica 
nennen. Die Phenylbrenztraubensiiure steht formal dem Pheny]l- 
alanin nahe und wiirde durch eine oxydative Desaminierung dieser 
Aminosiure entstehen kénnen. Es ist auch Kotake, Masai und 
Mori”) 1922 gelungen, kleine Mengen Phenylbrenztraubensiure im 
Harn des Kaninchens nach peroraler Zufuhr grofer Mengen von 
Phenylalanin nachzuweisen. Diese Kaninchenversuche sind von 
Shambaugh, Lewis und Tourtelotte?%) (1931) und von Chand- 
ler und Lewis‘) (1932) mit positivem Erfolg wiederholt. In einem 
Stoffwechselversuch an einer meiner Patientinnen (Nr. 7), der spiter 
veréffentlicht werden soll, habe ich gleichfalls durch miiBige Zu- 
fuhr von d-l-Phenylalanin eine Vermehrung der ausgeschiedenen 
Phenylbrenztraubenséure gefunden, wie die Ausscheidung auch 
mit der EiweiBmenge der Nahrung variierte. Doch scheint eben 
bei dem Phenylalanin eine direkte oxydative Desaminierung der 
normale Vorgang nicht zu sein. Embden und Baldes®) haben 
nimlich gezeigt, da8 Phenylalanin beim Perfusionsversuch Acet- 
essigsiure in der Leber gibt, die Phenylbrenztraubensaure aber 
uicht. Sie nehmen daher an, die primiire Verinderung beim 
Abbau des Phenylalanins mu8 eine andere sein, vielleicht eine 
Oxydation im Kern zu Tyrosin, das dann sekundar desaminiert 
wird, was experimentell wahrscheinlich gemacht ist. Auch die 
Méglichkeit einer hydrolytischen Desaminierung des Phenylalanins 
ist experimentell nachgewiesen °), Anderseits liegen Untersuchungen 
vor, die zeigen, da8 Phenylbrenztraubensiure, einem normalen 
Organismus zugefiihrt, total zu Kohlensaiure und Wasser verbrennt “*). 

Wahrscheinlich liegt daher bei meinen Patienten eine Ano- 
malie vor sowohl im DesaminierungsprozeB des Phenylalanins wie 
auch in der weiteren Oxydation der Phenylbrenztraubensiure. Da 
diese Patienten indessen leben und annidhernd normal wachsen 
kénnen, miissen sie doch zum Ausniitzen des Phenylalanins zu 
anabolischen Synthesen im Kérper fahig sein. 

Hinsichtlich der GréBe meines Materials ist hinzuzufiigen, 
daB etwa 430 geistesschwache Patienten, meistens Kinder, unter- 
sucht worden sind. Auer meinem urspriinglichen Material (Nr. 1 





176 Félling, Ausscheidung von Phenylbrenztraubensiure i. d. Harn usw. 


und 2), das mir den Zustand entschleierte, habe ich 123 Schiiler 
der 6ffentlichen Schule fiir Schwachsinnige in Oslo und etwa 
250 Patienten in Frau Hjorths Pflegeanstalt, Barum, untersucht. 
Weiter haben mir verschiedene praktizierende Kinderarzte sowie 
die Kinderabteilung des Reichshospitals etwa 50 Harnproben ge- 
schickt. Doch ware es wohl verfehlt, aus diesen Zahlen die 
Frequenz des Zustandes unter imbezillen Patienten direkt be- 
rechnen zu wollen, Die zwei ersten Patienten sind mir naimlich 
zufallig zur Untersuchung gelangt, und Nr. 4 und Nr. 6 sind ab- 
sichtlich aufgesucht, nachdem die Krankheit zuerst bei ihren 
Schwestern nachgewiesen war. Eine richtigere Haufigkeitsprozent- 
zahl bekommt man daher wohl, wenn man das Material von der 
Offentlichen Schule und von Frau Hjorths Pflegeanstalt als Basis 
fir die Beurteilung wiahlt. 
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Fig. 1. Fig. 2 
(- Schnitt durch den Uterus eines infantilen Schnitt dureh den Uterus cines infantilen, mit 
' Kaninchenweibchens. 6 25 M-K. Follikelhormon vorbehandelten NKa- 
Tr nincehenweibcehens Proliferation der Schleim- 


haut, Corpus liteum-Stadium 0. 





Vinbau der Schleimhaut unter der Wirkung des Umbau der Schleimhaut unter der Wirkung von 
krystallisierten Corpus luteum-Hormons ; Sta- 1 mg krystallisierten Hormons. Stadium 2—>». 


dium 2, hervorgerufen durch 0,75 mg. 


Physiologische Wirkung des krystallisierten Corpus Juteum-Hormons 
vom Schmelzp. 128,5° 
im Allen-Corner-Clauberg-Test am infantilen Kaninchen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXNXVII. Tafel I. 
Zu ,,Adolf Butenandt, Ulrich Westphal und Walter Hohlweg, 
Uber das Hormon des Corpus luteum‘. (8. 84.) 
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Fig. 6. 





Acetat des Oxyketons C.,H,,0,; Schmelzp. 144,5°. Oxyketon C,,H;,0,. Schmelzp. 194°. 
Vergr. 1: 100. Vergr. 1:30 (aufgenommen m. versetzter Blende), 





Fig. 7. Fig. 8. 
Corpus luteum-Hormon. Schmelzp. 128,5°. Corpus luteum-Hormon. Schmelzp. 120°. 
Vergr: 1: 105. Vergr. 1:30. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXXVII. Tafel IT. 


Zu ,Adolf Butenandt, Ulrich Westphal und Walter Hohlweg, 
Uber das Hormon des Corpus luteum‘. (S. 84.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 























Fig. 1. 
Beispiel eines von uns untersuchten Jensenschen Rattensarkoms Lupenvergroberung, 
Oben erhaltenes Tumorgewebe, unten Nekrose. Grenze zwischen beiden Anteilen relativ schart 


Makroskopische Trennung molich 





Rhrlichsches Méiiusecarcinom. Ineinandergreifen von erhaltenem Krebsgewebe und Nekrose 


Trennung makroskopisch tir Enzymuntersuchungen unmodglich. VergréBerung 60 fach 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CONXVII. Tafel III. 


Zu ,8.Edlbacher und F. Koller (unter Mitwirkung yon Marie Becker), 
Uber den Stoffwechsel der Tumoren. 4. Mitteilung.‘‘ (Seite 99.) 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 





